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1. Einleitung
1.1 Stammzellen 
1.1.1 Gewinnung vitaler Zellen durch intramedulläre Marknagelung
Im  Rahmen  der  traumatologischen  Versorgung  von  diaphysären  Frakturen  langer
Röhrenknochen,  besteht  der  heutige  Behandlungsstandard  in  der  Versorgung  mit
intramedullär  in  den  Knochen  eingebrachten  Kraftträgern.  Hierbei  kann  diesen
Marknägeln zusätzliche Stabilität durch „reaming“, also durch das vorherige Aufbohren
der  Markhöhle,  verliehen  werden.  Im  optimalen  Fall  kann  durch  dieses
Osteosyntheseverfahren sogar eine Belastungsstabilität der Fraktur erreicht werden. 
Der  Vorteil  von  Marknagelungen  mit  vorgebohrter  Markhöhle  ist  gegenüber  dem
Verfahren direkt eingeschlagener Nägel (sog. unaufgebohrte Nagelung), bezogen auf
den klinischen Langzeiterfolg, nicht von der Hand zu weisen, wie auch in zahlreichen
Studien belegt werden konnte (Bråten et al. 1995; Brumback et al. 1989; Christie et al.
1988; Winquist et al. 1984). 
Allerdings kann die nicht ordnungsgemäße Durchführung eines solchen Eingriffes auch
zahlreiche Komplikationen in sich bergen. Die wichtigsten Risiken, neben Infektionen
(Bråten  et  al.  1995)  v.a  bei  offenen  Frakturen,  bestehen  dabei  in  der  Verletzung
nutritiver  Gefäße  (Trueta  und  Cavadias  1955),  der  Gefahr  von  hitzebedingten
osteokutanen  Nekrosen  (Leunig  und  Hertel  1996)  sowie  in  der  Verursachung  von
Fettembolisationen (Pell et al. 1993). 
Zudem zählt das Bohrmehl (engl. „reaming debris“), welches im Zuge der Eröffnung
der  Markhöhle  gewonnen werden  kann,  zu  den  aussichtsreichsten  Materialien  des
„tissue engineering“, da es lebende und zur Vermehrung befähigte Zellen beinhaltet,
wie in unserem Labor gezeigt  werden konnte (Wenisch et al.  2006;  Wenisch et al.
2005). 
1.1.1.1 Stammzellen aus „reaming debris“
Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass thermische und druckbedingte Ereignisse
während  des  „reamings“  nicht  nur  die  umgebenden  Strukturen  innerhalb  der
Markhöhle,  sondern  auch  die  Zellen  im  hierbei  gewonnen  Bohrmehl  schädigen
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könnten. So wurde sogar ein negativer Effekt auf die Frakturheilung, bei Einsatz der
„reaming“-Methode, postuliert (Bråten et al. 1990; Henry et al. 1987; Leunig und Hertel
1996).
Dagegen  konnte  in  weiteren  Studien  widerlegend  gezeigt  werden,  dass  Bohrmehl
keineswegs  nur  ein  qualitativ  minderwertiges  Produkt  darstellt,  sondern  neben
Knochenfragmenten,  -mark und Blut  auch vitale Osteoblasten mit  der Fähigkeit  zur
Kalzifikation  besitzen  muss  (Hoegel  et  al.  2004).  So  konnte  der  Beweis  angeführt
werden,  dass  bei  Frakturen,  die  mit  bohrmehlbeschichteten  Nägeln  (engl.  reamed
nails)  versorgt  wurden,  die Kallusbildung in der Folge signifikant  höher war,  als bei
Frakturen, welche mit konventionellen Nägeln versorgt wurden. Darüber hinaus konnte
gezeigt werden, dass Bohrmehl, wenn es direkt in den Frakturspalt eingebracht wird,
die Kallusbildung in ähnlicher Weise stimulieren kann wie Knochentransplantate (engl.
bone grafts). (Frölke et al. 2001; Frölke et al. 2000) 
Insgesamt wurde zudem eine Verkürzung des Heilungsprozesses erreicht (Clatworthy
et  al.  1998).  Somit  konnte  hinreichend  belegt  werden,  dass  Bohrmehlzellen  in
ausreichender Zahl vital aus dem Operationsprozess hervorgehen, was auch in der
Zellkultur bestätigt werden konnte (Trinkaus et al. 2005). 
Weiterhin wurde geschlussfolgert, dass es sich bei den Zellen, welche aus humanem
Bohrmehl  angezüchtet  werden  konnten,  aufgrund  ihrer  Morphologie  und  ihres
Differenzierungsverhaltens in der Zellkultur, um mesenchymale Stammzellen (MSC´s)
handeln musste (Hung et al.  2002a; Wenisch et al.  2005). Im Großen und Ganzen
konnten hierbei drei unterschiedliche Zellmorphologien beobachtet werden. So traten
neben kleinen, spindelförmigen Zellen auch große, mehrkernige Zellen in Erscheinung,
welche als reife MSC´s identifiziert werden konnten (Hung et al. 2002a; Trinkaus et al.
2005). Die dritte Zellgruppe bestand aus kleinen, runden Zellen, die als „rapidly self-
renewing cells“ (RS-Zellen) beschrieben und als Vorläufer reifer MSC´s und somit als
eigene Zellpopulation charakterisiert werden konnten (Colter et al. 2001). Colter et al.
(2000,  2001)  unterschieden dabei  sogenannte RS-1- und RS-2-Zellen anhand ihrer
unterschiedlichen Phasen im Zellzyklus.  Wobei  die RS-2-Zellen einer  in  der  Mitose
befindliche Übergangsform der RS-1-Zellen entsprechen könnten (Colter et al. 2000;
Colter et al. 2001).
Die morphologischen Ergebnisse konnten zusätzlich durch Oberflächenmarkierung, mit
den MSC-typischen Markern cluster of differentiation (CD) 29, CD44, CD90, CD105
und  CD106,  in  der  Fluorescence  Activated  Cell  Sorting  (FACS)-Analyse  bestätigt
werden (Pittenger 1999; Romanov et al. 2005; Trinkaus et al. 2005).
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1.1.2 Definition und Charakterisierung von Stammzellen
Der Definition nach werden diejenigen Zellen eines Organismuses, welche in der Lage
sind  im  Rahmen  der  Zellteilung  zwei  im  Typus  unterschiedliche  Arten  von
Abkömmlingen zu bilden, als Stammzellen beschrieben. 
Adulte Stammzellen wiederum entsprechen  per definitionem undifferenzierten Zellen
innerhalb eines nicht näher bestimmten, differenzierten Gewebes (Pittenger 1999; Watt
und  Hogan 2000).  Durch  ihre  Teilung  können  zwei  Tochterzellen  entstehen.  Dabei
unterscheidet man die symmetrische Teilung, im Rahmen der Selbsterneuerung, von
der asymmetrischen Teilung, aus welcher jeweils eine Stamm- und eine Progenitorzelle
hervorgeht. Im Rahmen der symmetrischen Teilung entstehen zwei Tochterzellen als
identische Kopien der Mutterzelle. Bei der asymmetrischen Teilung hingegen besitzt
der zweite Abkömmling die Eigenschaften der Mutterzelle nicht mehr. Er repräsentiert
einen reiferen Zelltypus,  dem Fähigkeiten zukommen, mit  denen er im Organismus
spezifisch eingesetzt werden kann. Die Mutterzelle hat sich in diesem Fall zu einer
Progenitorzelle  differenziert.  Allerdings  verliert  dieser  Abkömmling  mit  der
Differenzierung auch die Fähigkeit zur Selbsterneuerung (engl. self-renewal), das heißt
aus ihm können in der Folge keine weiteren Tochterzellen durch Teilung entstehen.
(Koestenbauer et al. 2006; Morrison und Kimble 2006)
Die  Klassifikation  von  Stammzellen  richtet  sich  sowohl  nach  ihrem
Entwicklungsstadium bzw. -ursprung, als auch nach ihrem Entwicklungspotenzial (Raff
2003; Zech 2005).
Ausgehend von ihrem Entwicklungsstadium wird zwischen embryonalen, fetalen und
adulten Stammzellen unterschieden. Adulte Stammzellen sind in der Lage, entgegen
der ursprünglichen Meinung, sämtliche in einem Organismus vorkommende Zell- oder
Gewebetypen  zu  erneuern.  Sie  weisen  somit  eine  erhöhte  Plastizität  auf.
(Koestenbauer et al. 2006)
Plastizität meint also die generelle Fähigkeit gewebespezifischer adulter Stammzellen
zur Differenzierung in eine Zellart, die nicht Teil ihres Ursprungsgewebes ist (Verfaillie
et  al.  2002).  Nach Lakshmipathy und Verfaillie  (2005)  lässt  sich die Plastizität  von
Stammzellen über drei Merkmale definieren. Neben dem Punkt, dass sich aus einer
einzelnen Zelle Zellen mehrerer Zelllinien differenzieren lassen sollten, schließen diese
Kriterien auch die uneingeschränkte Funktionalität dieser Zellen  in vitro sowie  in vivo
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ein. Der dritte Punkt umfasst schließlich ein stabiles und dauerhaftes Anwachsen solch
transplantierter Zellen. (Lakshmipathy und Verfaillie 2005)
Die  genauen  Mechanismen  der  Plastizität  sind  bis  heute  weitgehend  ungeklärt,
dennoch lassen sich in diesem Rahmen verschiedene Ansätze bzw. eine Mischung aus
diesen vermuten (Verfaillie et al. 2002), wie sie auch in Abbildung 1 dargestellt sind. 
Der  erste  Ansatz  geht  davon  aus,  dass  bereits  multiple  gewebespezifische
Stammzellen in den jeweiligen Organen existieren (Verfaillie et al. 2002). Zudem ist
bekannt,  dass  beispielsweise  hämatopoetische  Stammzellen  (HSC´s)  das
Knochenmark verlassen können und im peripheren Blut zirkulieren, um sich schließlich
in der Skelettmuskulatur anzusiedeln (McKinney-Freeman et al. 2002). 
Eine weitere Hypothese postuliert, dass sich Plastizität lediglich aus der Fusion einer
Spender-Zelle  mit  einer,  in  dem  entsprechenden  Organ  ansässigen,  Zelle  ergibt
(Verfaillie et al. 2002). Ying et al. (2002) legten zu diesem Zwecke eine Ko-Kultur aus
embryonalen Stammzellen (ESC´s)  und Hirnzellen der  Maus an,  wobei  Letztere im
Rahmen des Experimentes durch Zellfusion die Charakteristiken Ersterer adaptierten.
Damit konnte auch eine mögliche Transdifferenzierung dieser Zellen  in vitro, also die
Umprogrammierung der Zellen in die Richtung von Zellen eines anderen Keimblattes,
widerlegt  werden  (Ying  et  al.  2002).  In  diesem  Fall  wäre  das  Phänomen  der
Transdifferenzierung  lediglich  ein  Artefakt  der  Zellkultur,  welches  durch  Zellfusion
zustande käme. 
Des  Weiteren  kommen  die  De-  und  Redifferenzierung  von  Stammzellen  als  ein
möglicher Erklärungsansatz für deren Plastizität in Frage (Verfaillie et al. 2002). Diese
4
Abbildung 1:
Übersicht möglicher Plastizitätsmechanismen (Abb. aus Neuß-Stein, 2004).
Phänomene sind bereits von Amphibien, wie z.B den Schwanzlurchen (lat. Urodela),
ausgiebig bekannt (Brockes 1997; Brockes und Kumar 2002).
Zudem  konnte  gezeigt  werden,  dass  Vorläuferzellen  von  Oligodendrozyten  unter
bestimmten Kulturbedingungen wieder  Kriterien  neuraler  Stammzellen  (NSC´s),  wie
etwa eine uneingeschränkte Proliferationskapazität, aufwiesen (Tang et al. 2001). 
Ausgehend  von  diesen  Ergebnissen  kann  also  angenommen  werden,  dass  eine
Reprogrammierung adulter Stamm- und Vorläuferzellen eines Gewebes hin zu einem
spezifischen  Zelltyp  eines  anderen  Gewebes  stattfindet,  wenn  diese  von  ihrer
ursprünglichen Umgebung in eine andere Nische verbracht werden (Tsai et al. 2002).
Eine  weitere  Erklärung  für  Plastizität  könnte  darin  bestehen,  dass  multi-  oder
pluripotente  Stammzellen  auch postnatal  weiterbestehen (Verfaillie  et  al.  2002).  So
haben  multipotente  adulte  Progenitorzellen  (MAPC´s),  welche  aus  Zellen  des
Knochenmarks (BMC´s) isoliert wurden,  in vitro die Fähigkeit Abkömmlinge aller drei
Keimblätter, wie z.B. Hepatozyten, Endothelzellen und Neurone, zu formen (Jiang et al.
2002b).  Diese  Eigenschaft  konnte  auch  in  vivo, durch  Injektion  der  MAPC´s  in
Nagetier-Blastozysten, bestätigt werden (Jiang et al. 2002a), sodass eine Einordnung
der MAPC´s als Subpopulation von MSC´s vorgenommen werden konnte (Jiang et al.
2002b; Reyes und Verfaillie 2001).
Bezugnehmend  auf  ihr  Entwicklungspotenzial  kann  man  zwischen  toti-,  pluri-  und
multipotenten Stammzellen differenzieren. 
Totipotente   (lat.  totus  =  ganz,  ungeteilt,  völlig)  Stammzellen  lassen  sich,  nach
heutigem  Erkenntnisstand,  ausschließlich  während  der  Embryonalentwicklung  bis
einschließlich  des  8-Zellenstadiums  nachweisen.  Sie  sind  für  die  Erzeugung  aller
embryonalen und extraembryonalen Zellarten verantwortlich.  Im Laufe der  weiteren
Entwicklung  verlieren  die  Zellen  ihre  Totipotenz  und  werden  zu  pluripotenten
Stammzellen. (Koestenbauer et al. 2006)
Pluripotente  (lat.:  pluris  =  höher,  mehr)  Stammzellen  besitzen die  Fähigkeit  sich  in
Zellen des Meso-, Ekto- und Endoderms sowie der Keimbahn zu differenzieren, da sie
in ihrem Zustand noch auf keinen spezifischen Gewebetypus festgelegt sind. Allerdings
verlieren sie die Eigenschaft theoretisch alle Zellarten eines Organismuses bilden zu
können,  da  aus  ihnen  kein  extraembryonales  Gewebe  mehr  hervorgehen  kann.
(Lakshmipathy und Verfaillie 2005) 
Stammzellen  mit  Pluripotenz  können  von  ihrem  Entwicklungsstadium  her  sowohl
embryonal, als auch fetal oder adult sein. 
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Eine  weitere  Abstufung  tiefer  steht  der  Begriff  der  Multipotenz  (lat.  multi  =  viele).
Hierunter werden Zellen gefasst, die sich noch in viele Zell- und Gewebelinien eines
adulten Organismuses differenzieren können (Lakshmipathy und Verfaillie 2005). So
besitzen beispielsweise adulte Stammzellen  eine Multipotenz (Prockop et  al.  2003;
Verfaillie  et  al.  2003).  Adulten  Stammzellen  kommt  vorzüglich  die  Aufgabe  der
Erneuerung abgestorbener  Zellen  im Rahmen des self-renewal  zu,  welches  v.a.  in
Geweben bzw. Organen mit  erhöhten Zellumsätzen notwendig wird.  So finden sich
adulte Stammzellen in einer Reihe von Geweben und Organen, wie dem Knochenmark
(Herzog 2003), der Haut (Gambardella und Barrandon 2003), der Muskulatur (Mauro
1961) oder dem zentralen Nervensystem (ZNS) (Johansson et al. 1999a).
1.1.2.1 Adulte mesenchymale Stammzellen
Einen wichtigen Pool für adulte Stammzellen stellt das Knochenmark dar. Neben den
HSC´s, die im Rahmen der Blutzelldifferenzierung eine grundlegende Rolle spielen,
lassen sich hier im Weiteren auch MSC´s sowie MAPC´s ausmachen (Herzog 2003). 
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Abbildung 2:
Isolierung und Differenzierungspotenzial mesenchymaler Stammzellen (MSC´s).
Nachdem  MSC-ähnliche  Zellen  mit  der  Fähigkeit  zur  Selbsterneuerung  aus  den  verschiedensten  Geweben
gewonnen  werden  konnten,  zeigte  sich  in  der  weiteren  Forschung  ihr  multipotenter  Charakter  durch
Differenzierungsversuche in die ekto-, endo- und mesodermale Zelllinie (Abb. aus Kuhn & Tuan, 2010).
Vorläuferzellen von MSC´s im Knochenmark, welche morphologisch den Fibroblasten
ähnelten, ließen sich erstmals im Jahre 1966 finden. Charakterisierung erfuhren diese
Zellen dadurch, dass ihre Zellpopulation nicht den bis dahin bereits bekannten HSC´s
zugeordnet werden konnte. (Friedenstein et al. 1968; Friedenstein et al. 1966). 
MSC´s lassen sich darüber  hinaus in  zahlreichen weiteren Geweben und Organen
ausmachen.  Darunter  fallen  u.a.  das  Fettgewebe  (Zuk  et  al.  2001),  aber  auch
Nabelschnurblut  (Erices  et  al.  2000),  Synovialmembran  (De  Bari  et  al.  2001),
Skelettmuskulatur (Asakura et al. 2001), das Kreislaufsystem (Kuznetsov et al. 2001),
Zahnpulpa (Gronthos et al. 2000) und Fruchtwasser (in `t Anker et al. 2003).
MSC´s wird ein multipotenter Charakter zugeschrieben. Das bedeutet, sie können sich,
unter speziellen Kulturbedingungen, potenziell zu Abkömmlingen aller drei Keimblätter,
also  meso-,  endo-  und  ektodermaler  Abstammung,  differenzieren  bzw.
transdifferenzieren (siehe Abbildung 2). Beispiele hierfür sind (Trans-)differenzierungen
von MSC´s in Osteozyten (Caplan 1991; Pittenger 1999), Chondrozyten (Mackay et al.
1998;  Pittenger 1999),  Tenozyten (Young et  al.  1998),  Adipozyten (Pittenger 1999),
Sklettmuskelzellen (Wakitani et al.  1995) und Kardiomyozyten (Makino et al.  1999),
Neurone  (Woodbury  et  al.  2000;  Tatard  et  al.  2007;  Zeng  et  al.  2011)  sowie  in
mesangiales Gewebe (Ito et al. 2001), Endothel (Oswald et al. 2004) oder zahlreiche
Epithelien, wie die von Darm, Leber oder Lunge (Jiang et al. 2002a). 
Kriterien,  welche diese Multipotenz der MSC´s definieren,  wurden vom Komitee für
mesenchymale  und  Gewebestammzellen  der  „International  Society  for  Cellular
Therapy“  festgelegt (Dominici et al. 2006) und umfassen drei Hauptmerkmale:
► Erstens  sollten  die  Zellen,  unter  Standard-Kulturbedingungen,  eine
Plastikadhärenz gegenüber ihrer Zellkulturflasche aufweisen. 
► Das zweite  Kriterium definiert  sich  über  das  CD-Expressionsmuster  ihrer
Zelloberfläche.  So  sollte  der  Prozentsatz  CD73,  CD90 und CD105 positiver
MSC´s innerhalb einer Population über 95% liegen. Zusätzlich kann durch die
FACS-Analyse die Negativität von MSC´s für die Oberflächenantigene CD11b
oder  CD14,  CD34,  CD45,  CD79α  oder  CD19  und  das  humane
Leukozytenantigen  (HLA)-Klasse-II  bestätigt  werden.  Andersherum  bedeutet
dies, dass  lediglich ≤ 2% der MSC´s einer in vitro-Population positiv für diese
Marker  sein  sollten.  Dieser  Fakt  stellt  zudem  ein  wichtiges
Unterscheidungsmerkmal  zu  den HSC´s dar,  welche wiederum ein  positives
Antigenexpressionsmuster für CD14, CD34 und CD45 aufweisen.
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► Drittens sollten  die  Zellen,  wie  bereits  beschrieben,  einen  multipotenten
Charakter in  vitro zeigen,  also  die  Fähigkeit  besitzen  unter  speziell
vorgeschriebenen Differenzierungsmedien und Kulturbedingungen mindestens
drei verschiedene mesenchymale Zelllinien (z.B Osteoblasten, Chondroblasten
und Adipozyten) bilden zu können. 
In vitro verdoppelt sich eine Population von MSC´s innerhalb von ca. 33 Stunden bei
gleichzeitig hohem Expansionspotenzial, wobei Charakteristiken im Zellzyklus darauf
hinweisen,  dass  sich  ca.  20%  der  Zellen  innerhalb  dieser  Population  in  einer  Art
Ruhephase befinden (Conget und Minguell 1999). 
Die  Zahl  der  im  Knochenmark  vorhandenen  MSC´s  ist  auch  stark  vom  Alter  des
Spenders  und  dessen  individuellen  Vorerkrankungen  abhängig.  So  lässt  sich
beispielsweise mit fortschreitendem Alter oder systemisch relevanter Erkrankung, eine
Abnahme des Pools der MSC´s beobachten (Majors et al. 1997; Stolzing et al. 2008). 
Demnach existiert in MSC´s älterer Spender ein veränderter Zellzyklus inklusive einer
Hochregulation relevanter Gene. So lässt sich z.B ein Anstieg der Proteine p21 und
p53 (Stolzing et al. 2008) feststellen, welche im Rahmen der Desoxyribonukleinsäuren
(DNA)-Reparatur eine wichtige Rolle spielen. Akkumuliert p53 jedoch zu stark, kommt
es über die B-cell-lymphoma 2 (Bcl2)-Genfamilie zur Aktivierung von Caspasen und
darüber zur Einleitung der Apoptose. Darüber hinaus nimmt auch der oxidative Stress
durch  reactive  oxygen  species  (ROS)   im  Alter  zu,  was  die  Fitness  der  MSC´s
zusätzlich einschränkt (Stolzing et al. 2008). 
Veränderungen  im  Zellzyklus  lassen  sich  ebenso  in  MSC´s  höherer  Passagen
beobachten.  So  scheint  auch  die  Anzahl  der  Passagen  das  Entwicklungs-  und
Differenzierungspotenzial  der  Zellen  zu  beeinflussen.  In  der  FACS-Analyse  konnte
gezeigt werden, dass MSC´s höherer Passagen die typischen Stammzellmarker CD13,
CD29,  CD44,  CD73,  CD90,  CD105,  CD146  und  CD166  schwächer  auf  ihrer
Oberfläche exprimierten als MSC´s jüngerer Passagen. (Wagner et al. 2008)
Auch  morphologisch  zeigte  sich  in  diesem Zusammenhang eine Verschiebung von
spindelförmigen fibroblastenartigen MSC´s hin  zu  breiten  vakuolenreichen Zellen  in
höheren Passagen (DiGirolamo et al. 1999; Wagner et al. 2008). 
Diese Phänomene lassen sich  durch den Begriff  der  zellulären Seneszenz oder  in
vitro-  Alterung  beschreiben.  Ursächlich  hierfür  ist  vermutlich  der  Verlust  von
Telomerenden  während  der  Chromosomenreplikation  (Di  Donna  et  al.  2003).  Des
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Weiteren  wird  davon  ausgegangen,  dass  die in  vitro-Alterung  maßgeblich  durch
epigenetische Veränderungen der DNA, wie Modifizierungen im  Methylierungsmuster
(Bork et al. 2010; Schellenberg et al. 2011) sowie die Acetylierung des Histons H3 (Li
et al. 2011), kontrolliert wird. Zelluläre Seneszenz führt außerdem zu einer endlichen
Teilungsfähigkeit der Zellen in der Langzeitkultur (Wagner et al. 2008).
Dennoch gelten MSC´s, aufgrund ihrer vielfältigen Charakteristika sowie insbesondere
ihres hohen Proliferationspotenzials, als geeignetes Ausgangsmaterial im Rahmen des
modernen „tissue engineering“ und der Zelltherapie. 
1.2 Nervenzellen 
1.2.1 Anatomischer Aufbau
Die Grundlage für den Aufbau eines klassischen Neurons bildet sein Zellleib (griech.
Soma,  Perikaryon)  inklusive  des  ihm  innewohnenden  Zellkerns.  Vom  Soma  aus
zweigen sich die Zellfortsätze in variabler  Anzahl ab.  Dabei  unterscheidet  man das
Axon bzw. den Neurit von den Dendriten. Während das Neuron in der Regel nur ein
Axon besitzt, kann es gleichzeitig aber multiple Dendriten ausbilden, welche sich in
ihrem Verlauf baumartig verzweigen. Diese Aufzweigungen dienen in erster Linie der
Oberflächenvergrößerung,  denn  über  die  Dendriten  werden  Signale  aus  anderen
Nerven- oder Sinneszellen empfangen und über das Soma an das Axon weitergeleitet
(Abbildung 3&3a). (Trepel 2008)
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Abbildung 3:
Schematischer Aufbau klassischer Nervenzellen (Abb. aus Swanson & Bota 2010).
Elektrische Signale werden durch die rezeptiven Dendriten empfangen und über den Zellkörper an das effektorische
Axon zu den synaptischen Endigungen weitergeleitet. Links: Bipolares sensorisches Neuron. Rechts: Multipolares
Motoneuron.
Solche Signale entsprechen elektrischen Potenzialänderungen über  der  neuronalen
Plasmamembran, welche durch den Austausch von Ionen über die Membran mithilfe
von  spannungsabhängigen  Ionenkanälen  erfolgen  (Hodgkin  und  Huxley  1952).
Insgesamt bezeichnet  man die Dendriten daher als  rezeptiv,  wohingegen das Axon
einen effektorischen Fortsatz darstellt (Welsch und Sobotta 2006). 
Neben  der  Erregungsweiterleitung  besitzen  die  Zellfortsätze  auch  eine  gewisse
Transportfunktion für Stoffe, wie beispielsweise für Neurotransmitter und Elemente des
Zytoskeletts, welche zuvor im Soma synthetisiert wurden. Der Transport kann sowohl
anterograd, gesteuert durch das Protein Kinesin, als auch retrograd, durch das Dynein,
erfolgen.  Darüber  hinaus  unterscheidet  man  zwischen  einer  schnellen  und  einer
langsamen Transportkomponente. (Welsch und Sobotta 2006)
Das Axon entspringt  am Axonhügel  des Perikaryons.  In diesem Bereich findet  sich
zudem  das  sogenannte  Axoninitialsegment  (AIS),  in  welchem  Aktionspotenziale
generiert  werden.  Die  nachfolgenden  Abschnitte  des  Axons,  welche  hinter  dem
Initialsegment  liegen,  sind  myelinisiert,  also  von  einer  Markscheide  aus  Gliazellen
umgeben.  Diese  Markscheide  wird  im  ZNS  von  Oligodendrogliazellen  und  im
peripheren  Nervensystem  (PNS)  von  Schwann-Zellen  ausgebildet.  Durch  ihren
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Abbildung 3a:
Mikroskopische  Abbildung  neuronenartiger  Zellen  in  Toluidinblaufärbung  im  Verlauf  ihrer  Differenzierung  aus
multipotenten Stammzellen (aus Wenisch et al. 2005). 
Lipidreichtum  stellt  die  Myelinscheide  eine  Art  elektrische  Isolationsschicht  für  das
Axon dar, welches sich dementsprechend durch einen hohen elektrischen Widerstand
bei einer jedoch geringen Kapazität auszeichnet. (Welsch und Sobotta 2006)
Unterbrechungen in  der  Markscheide peripherer  Nervenfasern  werden als  Ranvier-
Schnürringe bezeichnet, in welchen die Dichte spannungsabhängiger Natriumkanälen
besonders hoch ist (Mainen et al. 1995). 
Im  Rahmen  der  Erregungsleitung  kommt  es  aufgrund  der  oben  beschriebenen
isolatorischen  Eigenschaft  des  Myelins  nur  im  Bereich  der  Schnürringe  zu  einem
Stromfluss  und  damit  zur  Ausbildung  von  Aktionspotenzialen.  Die  Ausbreitung  der
Erregung erfolgt dabei saltatorisch, also von einem Schnürring zum Nächsten. (Welsch
und Sobotta 2006)
Im PNS kommen darüber hinaus auch nicht-myelinisierte Nervenfasern vor. Mehrere
Axone werden hier von einer einzigen Schwann-Zelle umschlossen, mit  welcher sie
über  das  sogenannte  Mesaxon  kommunizieren.  Auch  hier  sind  mehrere  Gliazellen
hintereinander  geschaltet,  es  kommt  aber  nicht  zur  Ausbildung  einer  Markscheide.
(Welsch 2006 und Sobotta)
Am  Telodendron,  der  terminalen  Aufzweigung  eines  Axons,  findet  man  die
synaptischen Endknöpfchen, welche mit der Zellmembran der nachgeschalteten Zelle
chemische Synapsen ausbilden. Diese dienen der Übertragung von Erregungen auf
die  postsynaptische  Membran,  durch  die  Ausschüttung  inhibitorischer  bzw.
exzitatorischer Neurotransmitter. (Trepel 2008)
1.2.2 Elektrophysiologische Eigenschaften
Per definitionem werden Aktionspotenziale („Spikes“) als schnelle (1-2 ms), stereotyp
ablaufende Änderungen des Membranpotenzials bezeichnet und gliedern sich in eine
De- und eine Repolarisationsphase mit anschließender Refraktärzeit der Zelle (Klinke
et al. 2010). 
Ausgehend von einem Ruhemembranpotenzial von ca. -70 mV, welches in etwa dem
Gleichgewichtspotenzial  von  Kalium  (K)  entspricht,  kommt  es  durch  erregende
synaptische  Potenziale  zu  einer  Aktivierung  von  spannungsabhängigen
Natriumkanälen (Klinke et al. 2010) im Bereich des AIS (Araki und Otani 1955; Fuortes
et al. 1957) bzw. des ersten Ranvier Schnürrings (Colbert und Johnston 1996; Coombs
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et al. 1957; Gogan et al. 1983), was die Depolarisation der Zelle im Weiteren verstärkt
und zur Öffnung zusätzlicher Natriumkanäle führt (Klinke et al. 2010). 
Mit dem Erreichen eines Schwellenpotenzials (ca. -50 mV) steigt die Leitfähigkeit für
Natrium  (Na)  in  der  Zelle  schlagartig  an,  was  letztendlich  zur  Aktivierung  aller
vorhandenen Natriumkanäle führt (Klinke et al. 2010). 
Das Spitzenpotenzial im Rahmen der Depolarisation liegt bei ca. +30 mV. An diesem
Punkt kommt es aufgrund der Inaktivierung der Natriumkanäle und dem Anstieg der
Kaliumleitfähigkeit  zu  einem  Auswärtsstrom  von  Kaliumionen  durch  verzögernd
gleichrichtende (engl. delayed rectifier) Kaliumkanäle, sodass es letztendlich auch zur
Wiederherstellung  des  Ruhemembranpotenzials  kommt  (Repolarisation).  Durch
zusätzlich aktivierte Kaliumkanäle im Rahmen einer erhöhten Kaliumleitfähigkeit über
das  Ende  des  Aktionspotenzials  hinaus  erfolgt  eine  Hyperpolarisation  in  noch
negativere Bereiche bevor  sich  das Ruhemembranpotenzial  letztlich  wiedereinstellt.
(Klinke et al. 2010)
Den Verlauf eines Aktionspotenzials zeigt die Abbildung 4:
An  das  Aktionspotenzial  schließt  sich  eine  wenige  ms  dauernde  Refraktärzeit  an,
welche  der  Regeneration  der  Aktivierbarkeit  spannungsabhängiger  Natriumkanäle
dient.  Man  unterscheidet  dabei  die  absolute  von  der  relativen  Refraktärzeit.  Im
Rahmen der  absoluten Refraktärzeit  ist  die Zelle  nicht,  das heißt  auch nicht  durch
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Abbildung 4:
Verlauf von Aktionspotenzialen in den verschiedenen Abschnitten eines Motoneurons (Abb. aus Lüscher & Larkum
1998).
Dicke  gestrichelte  Linie:  Aktionspotenzial  am  AIS.  Dünne  durchgängige  Linie:  Aktionspotenzial  im  Soma.  Dicke
durchgängige  Linie:  Aktionspotenzial  im  somanahen  Dendrit.  Dünne  gestrichelte  Linie:  Aktionspotenzial  im
somafernen Dendrit
stärkste  Depolarisationsreize,  erregbar.  Dagegen  sind  in  der  relativen  Refraktärzeit
bereits einige Natriumkanäle wieder aktivierbar. Allerdings erreichen Aktionspotenziale,
welche in diese Phase fallen, nicht ihre volle Amplitude. Die Refraktärzeit dient also
zum Einen der Limitierung der Frequenz, mit der Aktionspotenziale generiert werden,
zum Anderen bestimmt sie auch die Ausbreitungsrichtung des Potenzials und zwar in
Richtung nicht refraktärer Bereiche. (Klinke et al. 2010)
Darüber  hinaus  konnte  im  Rahmen  mehrerer  Forschungsexperimente  eine  Art
Rückleitung  (engl.  backpropagation)  des  Aktionspotenzials  in  Somata  sowie  die
Dendriten von Neuronen nachgewiesen werden (Rall  und Shepherd 1968;  Terzuolo
und Araki 1961). Das bedeutet, dass Erregungen auch retrograd verlaufen, wobei das
Ausmaß der rückläufigen Erregung sowohl von der Art des Neurons, als auch von der
Dichte  an  spannungsabhängigen  Natriumkanälen  in  den  Dendriten  sowie  deren
Verzweigungsmuster abhängt (Spruston et al. 1995). So konnten Stuart und Sakmann
(1994) zeigen,  dass die Amplitude der Erregungsrückleitung eines Aktionspotenzials
durch  Blockade  dendritischer  spannungsabhängiger  Natriumkanäle  mit  Tetrodotoxin
(TTX)  vermindert  werden  konnte.  Dieses  Phänomen  der  Erregungsrückleitung  in
dendritische Fortsätze konnte beispielsweise deutlich in neokortikalen Pyramidenzellen
(Stuart  und  Sakmann  1994),  hippocampalen  Körnerzellen  (Jefferys  1979)  sowie
Neuronen der Substantia nigra (Häusser et al. 1995) und des Rückenmarks (Larkum et
al.  1996)  nachgewiesen  werden.  Es  wird  vermutet,  dass  die  Rückleitung  des
Aktionspotenzials eine Art Rückmeldung an die Dendriten über den neuronalen Output
darstellt und damit auch einen Beitrag zur synaptischen Plastizität leistet (Christie et al.
1996; Magee und Johnston 1997; Markram et al. 1997). Weiterhin kommt es durch die
Erregungsrückleitung  zu  einem  Anstieg  des  intrazellulären  Kalziums  (Ca)  in  den
Dendriten  und  in  der  Folge  zur  Aktivierung  spannungsabhängiger  Kalziumkanäle
(Callaway und Ross 1995; Markram et al. 1995; Schiller et al. 1995), welche sowohl
eine Funktion in der Ausschüttung von Transmittern (Häusser et al. 1995) als auch im
Rahmen  der  synaptischen  Integrität  von  N-Methyl-D-Aspartat  (NMDA)-Rezeptoren
(Tong et al. 1995) innehaben.
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1.2.2.1 Spannungsabhängige Ionenkanäle
1.2.2.1.1 Spannungsabhängige Natriumkanäle (Naᵥ)
Die Genfamilie der spannungsabhängigen Natriumkanäle (engl. voltage-gated sodium
channel, VGSC) umfasst insgesamt die neun Mitglieder SCN1A-SCN11A, welche für
die  Natriumkanäle  Naᵥ1.1-1.9  sowie  Naᵪ (SCN6A/7A)  codieren  und  auf
unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind (Goldin et al. 2000). So findet man die
Gene,  welche  für  die  TTX-sensitiven  Naᵥ1.1-1.3  und  Naᵥ1.7  codieren,  auf  dem
Chromosom  2q23-24.  Während  die  entsprechenden  Gene,  welche  für  die  TTX-
resistenten  Naᵥ1.5,  Naᵥ1.8  und  Naᵥ1.9  codieren,  auf  dem  Chromosom  3p21-24
lokalisiert sind. (Goldin et al. 2000)
Ausnahmen  stellen  die  Kanäle  Naᵥ1.4  und  Naᵥ1.6  mit  Genlokalisationen  auf  den
Chromosomen 17 und 12 dar (Goldin 2002). 
Die Nomenklatur der Kanäle beinhaltet (Goldin et al. 2000):
► das chemische Symbol des durchströmenden Ions (Na),
► die physiologische Funktionsweise des Kanals (voltage, v),
► die Angabe der Gen-Unterfamilie, charakterisiert durch die vordere Zahl,
► sowie die der Isoform als nachfolgende Dezimalzahl.
Alle Natriumkanäle dieser Art bestehen aus einer 260 Kilodalton (kDa) α-Untereinheit,
welche mit einer oder mehreren akzessorischen β-Untereinheiten (β1-β4), von 33-36
kDa, assoziiert sein kann (Catterall 2000a; Hartshorne und Catterall 1981; Hartshorne
et al. 1982; Isom 2001; Isom und Catterall 1996). Die β-Untereinheiten tragen sowohl
zur Lokalisation des Kanals als auch zu seiner Interaktion mit Zelladhäsionsmolekülen
der Extrazellulärmatrix oder des Zytoskeletts bei, wodurch sie maßgeblichen Einfluss
auf die Kinetik und Spannungsabhängigkeit des gesamten Ionenkanals nehmen (Isom
2001). Alle β-Untereinheiten bestehen aus je einem Transmembransegment (S) sowie
einer extrazellulären Domäne, welche strukturelle Ähnlichkeit zu den Immunglobulin-G-
ähnlichen  Domänen  der  L1-Zelladhäsionsmoleküle  (L1  CAMs)  aufweist  (Isom  und
Catterall 1996; Lai und Jan 2006; Vaughn und Bjorkman 1996).
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Die α-Untereinheit stellt hingegen ein fortlaufendes Polypeptid dar, welches aus vier
homologen  Domänen (DI-IV)  besteht,  wobei  jeweils  eine  Domäne sechs  α-helikale
Transmembransegmente (S1-S6) enthält, die wiederum durch extrazelluläre Schleifen
(engl. loops) miteinander in Verbindung stehen (Lai und Jan 2006). Aufgrund seines
hohen Lysin- und Arginingehaltes, ist das Segment S4 in der Lage Änderungen des
Membranpotenzials festzustellen und fungiert damit als eine Art Spannungssensor. Die
haarnadelähnliche  P-loop  zwischen  S5  und  S6  formt  den  engsten  Bereich  des
ionenselektiven  Filters  am  extrazellulären  Ende  der  Pore,  während  der  breitere
intrazelluläre Anteil  der  Kanalpore durch die vier  S6-Segmente gebildet  wird (siehe
Abbildung 5). (Catterall 2000a; Guy und Seetharamulu 1986; Lai und Jan 2006; Yu und
Catterall 2003)
Die  spannungsabhängige  Funktionsweise  der  Natriumkanäle  beruht  dabei  auf  der
Bewegung von Ladungen in einem elektrischen Feld, welches sich durch die Membran
hindurch ausbreitet (Hodgkin und Huxley 1952). Als Spannungssensor ist  somit v.a.
das S4-Segment maßgeblich an der Aktivierung des Kanals beteiligt. Wie oben bereits
beschrieben, entsteht durch die helikale Anordnung von jeweils einer positiv geladenen
Aminosäure  gefolgt  von  zwei  hydrophoben  Aminosäureresten  in  S4  eine  positive
Spannung  innerhalb  der  Membran (Guy und Seetharamulu  1986;  Yu und  Catterall
2003). 
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Abbildung 5:
Schematischer Aufbau eines spannungsabhängigen Natriumkanals (Naᵥ) (Abb. aus Lai & Jan 2006).
Insgesamt  können  spannungsabhängige  Natriumkanäle  in  drei  Zustandsformen
vorliegen,  und  zwar  „geschlossen  und  aktivierbar“,  „offen“  sowie  „geschlossen  und
inaktiviert“ (Klinke et al. 2010). Herrscht ein Ruhemembranpotenzial so befinden sich
die  spannungsabhängigen  Natriumkanäle  im  geschlossenen  Zustand,  sind  jedoch
aktivierbar.  Im  Rahmen  der  Depolarisation  kommt  es  zu  einer  Veränderung  des
elektrischen  Feldes  mit  anschließender  Konformationsänderung  des  Kanals  durch
Rotation der S4-Segmente von DI-III nach außen, sodass in der Folge die Kanalpore
geöffnet wird (Catterall 1986; Guy und Seetharamulu 1986; Yu und Catterall 2003). Die
Inaktivierung des Kanals wird durch die langsamere Bewegung von S4 der Domäne IV
getriggert und folgt verzögert auf die Aktivierung (Sheets et al. 1999). Zur Inaktivierung
führt  letztendlich ein Komplex (engl.  gate),  bestehend aus drei  Aminosäuren (IFM),
welche  sich  innerhalb  der  intrazellulären  Schleife  zwischen  DIII  und  DIV  befinden
(West et  al.  1992).  Dieser  Komplex verschließt  die Kanalpore und bedingt  so eine
Inaktivierung des Kanals (Vassilev et al. 1988), welche bis zur Hyperpolarisation der
Membran anhält. Der Kanal ist in dieser Zeit geschlossen und inaktiviert, also refraktär.
Eine  Ausnahme  stellt  die  Isoform  Naᵪ dar,  welche  zwar  zu  der  Familie  der
spannungsabhängigen Natriumkanäle gezählt wird, aber weder in größerem Ausmaße
durch  eine  Membrandepolarisation,  noch  durch  veränderte  Konzentrationen  von
Natrium aktiviert werden kann (Goldin et al. 2000).
Im Allgemeinen bestehen die Aufgaben spannungsabhängiger Natriumkanäle (Lai und
Jan 2006) :
► in  der  Initiierung  von Aktionspotenzialen  in  der  Nähe  des  AIS  bzw.  der  
Ranvier Schnürringe,
► der Weiterleitung von Aktionspotenzialen in unmyelinisierten Nervenfasern
► sowie der Rückleitung dieser in die neuronalen Somata und Dendriten. 
Während  Naᵥ1.1-1.3  und  Naᵥ1.6  hauptsächlich  im  ZNS  vorzufinden  sind,  zeigen
Naᵥ1.7-1.9 eine große Verbreitung im PNS. Dahingegen sind Naᵥ1.4 und Naᵥ1.5 v.a. in
der  Herz-  und Skelettmuskulatur  exprimiert,  sodass diese in  der  Folge nicht  weiter
besprochen werden sollen. (Lai und Jan 2006)
Die Kanäle Naᵥ1.1 und Naᵥ1.3 sind hauptsächlich im Bereich des Somas sowie der
Dendriten von Neuronen zu finden (Trimmer und Rhodes 2004; Whitaker et al. 2001),
wo sie mittels Integration synaptischer Impulse die neuronale Erregbarkeit steuern (Yu
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und Catterall 2003). Dabei zeigt Naᵥ1.1 eine vermehrte Expression in inhibitorischen
Gamma-Aminobuttersäure  (GABA)-ergen  Interneuronen  (Yu  et  al.  2006).  Zudem
bestimmen  diese  Kanäle  vermutlich  den  Schwellenwert,  welcher  zur  Initiation  und
Weiterleitung von Aktionspotenzialen in dendritische und axonale Fortsätze benötigt
wird (Yu und Catterall 2003).
Mit der Weiterleitung von Aktionspotenzialen, kommt dem Kanal Naᵥ1.2 eine ähnliche
Aufgabe in den nicht-myelinisierten Nervenfasern (Boiko et al. 2001) von Kortex und
Hippocampus zu (Westenbroek et al. 1989). In frühen Entwicklungsphasen findet sich
Naᵥ1.2  zudem  im  Bereich  unreifer  Ranvier-Schnürringe.  Im  Laufe  des
Reifungsprozesses der Schnürringe scheint es dann zu einem Ersatz von Naᵥ1.2 durch
Naᵥ1.6 zu kommen. (Boiko et al. 2001; Kaplan et al. 2001)
Darüber hinaus können Naᵥ1.1 und Naᵥ1.6 zusätzlich aber auch in Neuronen des PNS
exprimiert  werden  (Yu  und  Catterall  2003).  Insgesamt  lässt  sich  Naᵥ1.6  mit  einer
gewissen Häufigkeit beispielsweise in Purkinje-Zellen, Motoneuronen, Pyramiden- und
Körnerzellen sowie Glia- und Schwann-Zellen finden (Caldwell et al. 2000). 
Typische  Kanäle  des  PNS  werden  dennoch  von  den  Isoformen  Naᵥ1.7-1.9
repräsentiert.  Hierbei ist  Naᵥ1.7 v.a. in den Axonen sensorischer und sympathischer
Neurone  lokalisiert,  wo  dem  Kanal  eine  Beteiligung  bei  der  Generierung  und
Weiterleitung von Aktionspotenzialen zukommt. Seine Expression wird beispielsweise
durch den Einfluss  inflammatorischer  Mediatoren,  wie  dem Nervenwachstumsfaktor
(NGF), reguliert. (Toledo-Aral et al. 1997)
Die Kanäle Naᵥ1.8 und Naᵥ1.9 zeigen eine sehr spezialisierte Expression. So kommen
sie  beispielsweise  in  kleinen  sensorischen  Neuronen  von  Spinal-  und
Trigeminalganglien  vor,  wo  ihnen  eine  bedeutende  Rolle  in  der  Nozizeption
zugeschrieben wird (Akopian et al. 1999; Black et al. 1999; Djouhri et al. 2003; Fang et
al.  2002;  Yu und Catterall  2003).  Naᵥ1.8 stellt  weiterhin einen der Hauptkanäle zur
Auslösung eines Aktionspotenzials  in  diesen Zellen dar  (Renganathan et  al.  2001).
Darüber  hinaus  lässt  sich  Naᵥ1.9  auch  in  sensorischen  Neuronen  des  enterischen
Nervensystems  (Rugiero  et  al.  2003)  sowie  als  Brain-derived  Neurotrophic  Factor
(BDNF)-abhängiger Kanal in Neuronen des Hippocampus finden (Blum et al. 2002).
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1.2.2.1.2 Spannungsabhängige Kaliumkanäle (Kᵥ)
Die Familie der spannungsabhängigen Kaliumkanäle stellt  mit ca. 40 verschiedenen
Genen für die Kᵥ-Kanal α-Untereinheiten die größte Gruppe unter allen Kaliumkanälen
des  Menschen  dar  und  lässt  sich  in  insgesamt  12  Subfamilien  (Kᵥ1.x-Kᵥ12.x)
untergliedern  (Gutman  2005).  Auch  für  sie  existiert  eine  einheitliche  Nomenklatur,
welche  sich  aus  dem  Symbol  des  durchströmenden  Ions  (K),  der  Abkürzung  des
Liganden  (voltage,  v)  und  der  Subfamilie,  gefolgt  von  der  jeweiligen  Isoform,
zusammensetzt (Chandy 1991).
Im  Aufbau  bestehen  die  Kᵥ-Kanäle  aus  vier  gleichen  oder  zumindest  ähnlichen  α-
Untereinheiten,  welche  jeweils  eine  einzige  Domäne  enthalten  und  die  Kanalpore
formen,  wie  in  Abbildung  6  gezeigt  wird.  Jeder  Domäne  sind  dabei  sechs
Transmembransegmente (S1-S6) zugeordnet (Jan und Jan 1992; Pongs 1992). Hinzu
kommt eine extrazellulär gelegene P-Schleife (Syn. H5, P-Region) sowie die C- und N-
Terminalen der Untereinheiten auf der intrazellulären Seite. Die P-Schleife verbindet
die Segmente 5 und 6 und bildet damit den Großteil  der eigentlichen Porenstruktur
aus. Ähnlich wie bei den spannungsabhängigen Natriumkanälen, kommt dem Segment
S4, durch seinen Gehalt an basischen Aminosäuren, eine spannungssensitive Funktion
zu. (Catterall 1988; Gutman 2005; Papazian et al. 1991)
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Abbildung 6:
Schematischer Aufbau eines spannungsabhängigen Kaliumkanals (Kᵥ) (Abb. aus Barros et al. 2012).
Auch  bei  diesem  Kanaltypus  können  die  α-Untereinheiten  mit  β-Untereinheiten
assoziiert sein. Diese Hilfsmoleküle können sowohl durch zytoplasmatische, periphere
Membranproteine  (β-Untereinheiten  spannunsabhängiger  Kaliumkanäle  (Kvβs),  Kv-
Kanal  interagierende  Proteine  (KvCHIPs))  repräsentiert  werden,  als  auch  in  Form
integraler  Transmembranproteine (Dipeptidyl-Peptidase-like  Protein-6  (DPPX),  Major
iron-regulated protein (MiRP)) auftreten (Gulbis et al. 2000; McCrossan et al. 2003;
Nadal  et  al.  2003;  Scannevin  et  al.  2004).  So  können  beispielsweise  die  α-
Untereinheiten von Kᵥ1 über ihre N-Terminus-T1-Domänen mit den β-Untereinheiten
Kᵥβ1.1, Kᵥβ1.2, Kᵥβ2 und Kᵥβ3, unter Bildung einer α4β4-Stöchiometrie, in Verbindung
stehen (Gulbis et al. 2000; Lai und Jan 2006).
Durch Depolarisation der Membran kommt es im Rahmen von Aktionspotenzialen zur
Aktivierung spannungsabhängiger Kaliumkanäle ab einer Spannung von ca. -40 mV.
An  einer  solchen  Aktivierung  sind  maßgeblich  die  Segmente  S3  und  S4  beteiligt,
welche als sogenanntes „voltage-sensor paddle“ eine funktionelle Einheit bilden (Long
et  al.  2005a,  2005b).  Dieses  Modell  beruht  auf  der  Annahme,  dass  sich  die  im
Ruhezustand  antiparallel  zueinander  stehenden  Segmente  durch  ihre  Aktivierung
empor bewegen, wodurch sie am Ende des Prozesses parallel zur Porenachse zum
Stehen  kommen.  Diese  Bewegung  führt  gleichzeitig  zu  einer  Verschiebung  der
Segmente S5 und S6, durch welche die Öffnung des intrazellulären Poreneingangs
freigegeben wird. (Long et al. 2005b)
Durch den Ausstrom von Kaliumionen aus der Zelle kommt es dann im Rahmen der
Repolarisation  wieder  zu  einer  Annäherung  des  Membranpotenzials  an  das
Gleichgewichtspotenzial für Kalium. Sobald der depolarisierende Reiz hiermit verloren
gegangen ist,  kommt es mit  einer gewissen Verzögerung zu einer Inaktivierung der
Kaliumkanäle. Die Kaliumleitfähigkeit bleibt hingegen am Ende des Aktionspotenzials
gegenüber dem Ruhezustand noch etwas erhöht. (Klinke et al. 2010)
Für  die  Inaktivierung  der  Kᵥ-Kanäle  werden  zwei  unterschiedliche  Mechanismen,
genauer  die  N-Typ-  bzw.  die  C-Typ-Inaktivierung,  differenziert.  Im  Rahmen  der
schnellen N-Typ-Inaktivierung, wie sie bei den Kᵥ1 (Shaker) beschrieben ist (Hoshi et
al.  1990;  Zagotta  et  al.  1990),  kommt  es  durch  Interaktion  zwischen  den  positiv
geladenen  hydrophoben  Aminosäuren  des  N-Terminus  und  den  negativ  geladenen
Aminosäuren  der  T1-Domäne  zu  einem  Eindringen  Ersterer  in  die  Kanalpore  mit
nachfolgendem Verschluss derselben. Die hydrophoben Aminosäuren des N-Terminus
bilden damit die sogenannte Inaktivierungsdomäne (Aldrich 2001; Long et al. 2005a).
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Diese Art der Inaktivierung wird in der Literatur auch als „ball-and-chain“-Mechanismus
bezeichnet (e.g. Zagotta et al. 1990). Bei der langsameren C-Typ-Inaktivierung von Kᵥ1
wird dahingegen eine Strukturveränderung am Selektivitätsfilter sowie der Außenwand
der Kanalpore vermutet, was zu einem Schluss der Pore sowie zu einem Abfallen der
Leitfähigkeit für Kalium führt (Kiss und Korn 1998; Ogielska et al. 1995). Zu einer C-
Typ-Inaktivierung kommt es beispielsweise dann, wenn dem Kanal der Mechanismus
der  N-Typ-Inaktivierung  aufgrund  von  Elimination  nicht  mehr  zur  Verfügung  steht
(Hoshi et al. 1991).
Eine Besonderheit der Kᵥ1 besteht in ihrer Fähigkeit Heterotetramere zu bilden. Das
bedeutet, dass ein solcher heterotetramerer Kanal aus Untereinheiten verschiedener
Kᵥ1-Mitglieder zusammengesetzt ist, welche ebenso homotetramer exprimiert werden
könnten,  und  in  seiner  Funktion  letztendlich  die  Eigenschaften  der  beteiligten
Isoformen vereint (Hopkins et al. 1994; Isacoff et al. 1990; Ruppersberg et al. 1990).
So stellen die α-Untereinheiten der Kanäle Kᵥ1.1, Kᵥ1.2 und Kᵥ1.4, welche vornehmlich
in Axonen und Nervenzellendigungen (Trimmer und Rhodes 2004) von Neuronen des
Gehirns  lokalisiert  sind,  in  Kombination  mit  β-Untereinheiten  ein  Beispiel  für  die
Heteromultimerisation dar (Rhodes et al. 1997). 
Weitere Ursachen für die Vielfalt der Kᵥ-Kanäle liegen in der Existenz modifizierender
Unterfamilien  (Kᵥ5,  6,  8  und  9),  akzessorischer  Proteine,  inklusive  der  β-
Untereinheiten,  alternativer  Splicingvorgänge  und  posttranslationaler  Modifikationen
(Gutman  2005),  wie  Phosphorylierungen  (Jerng  et  al.  2004),  Ubiquitinylierungen
(Henke et al. 2004) und Palmitoylierungen (Gubitosi-Klug et al. 2005).
Die  Mitglieder  der  Kᵥ1-Familie,  deren  Verbreitung  und  Funktion  im  Folgenden
besprochen wird, werden v.a. im ZNS exprimiert, wobei ihr Verteilungsmuster regional
variiert  (Veh  et  al.  1995)  und  sich  hauptsächlich  auf  die  Axone  und  synaptischen
Endigungen zentraler Neurone konzentriert (Monaghan et al. 2001; Sheng et al. 1993;
Trimmer und Rhodes 2004). Darüber hinaus wurden sie zudem, wie die Abbildung 7
zeigt, in den juxtaparanodalen Regionen myelinisierter Axone sowohl im ZNS als auch
im PNS gefunden (Rasband et al. 1998; Wang et al. 1993). 
Die  Funktion  der  Kaliumkanäle  in  den  juxtaparanodalen  Regionen  besteht  in  der
Steigerung der Genauigkeit von Aktionspotenzialen im Bereich der Schnürringe sowie
in  der  Membranstabilisierung  und  der  Reduktion  der  Erregbarkeit  während
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Remyelinisierungs- und Entwicklungsprozessen (Chiu und Ritchie 1981; Rasband et al.
1998).
Bezogen  auf  oben  genannte  Lokalisationen  kontrollieren  die  Kaliumkanäle  die
Auslösung von Aktionspotenzialen (Debanne et al. 1997) und nehmen eine wichtige
Rolle bei der Freisetzung von Neurotransmittern, wie beispielsweise dem exzitatorisch
wirkenden Glutamat (Lambe und Aghajanian 2001), ein. 
Zudem  zeigen  Kᵥ1.1  und  Kᵥ1.2  zusätzlich  eine  Expression  in  den  Somata  und
Dendriten zentraler Neurone, wie denen des Hippocampus (Wang et al. 1994). Kᵥ1.2
ist weiterhin in Zellen der Spinalganglien (DRG) lokalisiert, in welchen dem Kanal eine
Rolle in der Schmerzwahrnehmung und der Entstehung neuropathischer Schmerzen
zukommt (Ishikawa et al. 1999; Yang et al. 2004). Kᵥ1.1 wirkt hauptsächlich limitierend
auf die Generierung von Aktionspotenzialen, was Smart und Mitarbeiter im Rahmen
einer Epilepsiestudie mit Hilfe von Knock-out Mäusen nachweisen konnten (Smart et
al.  1998). Zusammen mit  Kᵥ1.6, konnte Kᵥ1.1 außerdem in zentralen Interneuronen
nachgewiesen  werden  (Rhodes  et  al.  1997).  Weiterhin  findet  sich  Kᵥ1.3  sehr
spezialisiert in Neuronen des hippocampalen Gyrus dentatus sowie in Körnerzellen des
Bulbus olfactorius (Kues und Wunder 1992).
1.2.2.1.3 Spannungsabhängige Kalziumkanäle (Caᵥ)
Kalziumkanäle vom spannungsabhängigen Typ übernehmen zahlreiche Funktionen auf
zellulärer Ebene. So reagieren sie im Rahmen der Depolarisation von Nervenzellen
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Abbildung 7:
Lokalisation spannungsabhängiger Kaliumkanäle am myelinisierten Axon (Abb. aus Lai & Jan 2006). JXP: 
Juxtaparanodale Region
durch Öffnung mit nachfolgendem Kalziumeinstrom. Auch intrazelluläre Prozesse, wie
Kontraktion,  Sekretion,  Neurotransmission  oder  Genexpression,  werden  durch  die
Aktivität der Kalziumkanäle kontrolliert. (Catterall et al. 2005) 
Die Nomenklatur der Caᵥ-Kanäle, welche bisher drei Subfamilien (Caᵥ1-3) umfassen
(Catterall  et  al.  2005), folgt  derer  der  spannungsabhängigen  Kaliumkanäle  nach
Chandy (1991). 
Ähnlich wie die Naᵥ-Kanäle, bestehen auch die Kalziumkanäle aus 4-5 Untereinheiten,
wobei die α1-Untereinheit den größten Baustein repräsentiert (190-250 kDa) und die
Kanalpore beherbergt (Catterall et al. 2005) (siehe Abbildung 8). 
Auch die Diversität  der Caᵥ-Kanäle wird durch die verschiedenen α1-Untereinheiten
bestimmt (Hofmann et al. 1994). 
Die  α1-Untereinheit  gliedert  sich  in  4  Domänen  (I-IV)  mit  je  sechs
Transmembransegmenten (S1-S6). Die wichtigsten strukturellen Elemente umfassen
das Segment S4, welches als Spannungssensor fungiert, sowie die P-loop zwischen
den Segmenten S5 und S6 jeder Domäne, welche Einfluss auf die Leitung der Ionen
und die Selektivität des Kanals nimmt. (Catterall et al. 2005)
Zudem können den α-Untereinheiten unterstützend zytosolische β-, Disulfid-verkettete
α2δ-  oder  γ-Untereinheiten,  bestehend  aus  vier  Transmembransegmenten,
angegliedert  sein,  welche  wiederum  modulierenden  Einfluss  auf  die
Kanaleigenschaften nehmen (Catterall 2000b; Catterall et al. 2005; Lai und Jan 2006;
Trimmer und Rhodes 2004).
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Abbildung 8:
Schematischer Aufbau eines spannungsabhängigen Kalziumkanals (Caᵥ) (Abb. aus Lai, & Jan 2006).
Nach ihren physiologischen und pharmakologischen Eigenschaften unterscheidet man
die den Kanal  durchfließenden Kalziumströme in  L-,  N-,  P-/Q-  und R-Typen (Bean
1989; Hess 1990; Llinás et al. 1992; Tsien et al. 1988), wobei L-Typ-Ströme (engl. für
long  lasting)  u.a.  in  Neuronen,  endokrinen  Zellen  und  Zellen  des  kardialen
Reizleitungssystems von großer Bedeutung sind (Catterall et al. 2005). Beispiele für L-
Typ-Kalziumkanäle stellen die Caᵥ1.1-1.4 dar (Catterall et al. 2005; Klinke et al. 2010).
Das Charakteristikum der L-Typ-Kalziumströme besteht darin, dass sie in der Regel
einen starken Depolarisationsreiz  zur Aktivierung benötigen,  welcher  daraufhin über
eine längere Dauer anhält und dem eine langsame spannungsabhängige Inaktivierung
folgt (Catterall et al. 2005). Darüber hinaus können diese Kanäle durch organische L-
Typ-Kalziumkanal-Antagonisten,  wie  Dihydropyridine,  Phenylalkylamine  oder
Benzothiazepine,  geblockt  werden  (Catterall  et  al.  2005).  Reguliert  werden  diese
Mechanismen über cAMP-abhängige Phosphorylierungen. (Hess 1990; Reuter 1983) 
In Neuronen sind die L-Typ-Kalziumkanäle v.a. an der Expression von Genen sowie
der Integration synaptischer Signale beteiligt (Bean 1989; Catterall 2000b).
Caᵥ-Kanäle werden zu einem großen Teil in Somata, Dendriten und Terminalen von
Nervenzellen exprimiert (Lai und Jan 2006). 
Obwohl Caᵥ1-Kanäle vor allen Dingen in kardialen Geweben lokalisiert sind, zeigt sich
zudem die  Expression  einiger  Isoformen in  den  Zellkörpern  sowie  den  proximalen
Dendriten hippocampaler Neurone (Hell et al. 1993), wobei ihre Dichte zum Soma hin
zunimmt (Hell  et  al.  1993),  was wohl  möglich zu einer  Integration elektrischer  und
kalziumvermittelter Signale beitragen könnte (Magee et al. 1996; Magee et al. 1998).
Moosmang und Mitarbeiter vermuteten sogar eine Beteiligung des Kanals Caᵥ1.2 an
der Ausbildung synaptischer Plastizität  sowie an Prozessen der Gedächtnisformung
(Moosmang et al. 2005). Auch Striessnig et al. (2006) konnten den Kanälen Caᵥ1.2 und
Caᵥ1.3 eine Bedeutung im Rahmen neuronaler Aktivität und Plastizität zusprechen. 
Darüber  hinaus  scheint  die  Familie  der  spannungsabhängigen  Kalziumkanäle  und
insbesondere  die  kalziumabhängige Signalübertragung  auch  an  der  Regulation  der
Transkription  neuronaler  Gene beteiligt  zu  sein,  welche sowohl  für  die  synaptische
Plastizität  als  auch  für  das  neuronale  Überleben  eine  gewisse  Relevanz  besitzen
(Bading et al. 1993; Bito et al. 1997; West et al. 2002).
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1.2.3 Die neuronale Entwicklung im adulten ZNS
Den  Anstoß  zu  weiterer  Forschungsarbeit  auf  dem  Gebiet  der  Neurogenese  im
entwickelten ZNS gab im Jahr 1962 die Arbeit von Altman, in dessen Rahmen erstmals
Vermutungen  über  die  Existenz  neu  entwickelter  Neurone  im  Gehirn  von  adulten
Säugetieren angestellt wurden (Altman 1962). 
Mittlerweile sind im ZNS sogenannte neurogene Regionen bekannt, in welchen es im
Laufe  der  adulten  Neurogenese  zur  Ausdifferenzierung  neuronaler  Progenitoren  in
mature Neurone kommt. Hierzu zählt sowohl die subgranuläre Zone (SGZ) des Gyrus
dentatus im Hippocampus, in welcher Körnerzellen ausdifferenziert werden, als auch
die subventrikuläre Zone der Seitenventrikel im Vorderhirn, von der aus Vorläuferzellen
über den rostra-migratorischen Pfad in den olfaktorischen Bulbus einwandern und dort
Interneurone formen (Alvarez-Buylla und Lim 2004; Ming und Song 2005; Zhao et al.
2008).  Darüber hinaus konnten neuronale Vorläuferzellen auch in weiteren Arealen,
wie der Retina (Tropepe 2000) oder dem Rückenmark (Horner et al. 2000), ausfindig
gemacht  werden.  Weiterhin  wurde  auch  der  Nachweis  über  die  Existenz  adulter
Neurogenese  im  vegetativen  Nervensystem  (VNS)  erbracht.  So  konnten
entsprechende multipotente Stammzellen beispielsweise auch im Glomus caroticum
gefunden werden (Pardal et al. 2007).
Es wird davon ausgegangen, dass diese neu entstandenen Neurone ihren Ursprung in
NSC´s nehmen. NSC´s besitzen u.a. die Fähigkeit zur Selbsterneuerung und sind in
der Lage Zellen verschiedener Linien auszudifferenzieren, wie beispielsweise Neurone
oder Gliazellen. (Ming und Song 2005) 
So bilden NSC´s bereits während der Embryogenese ventrikelepithelähnliche Zellen,
die das Neuralrohr innen überziehen (Sauer 1935). Diese Stammzellen scheinen auch
im  adulten  ZNS  fortzubestehen.  Dabei  wird  vermutet,  dass  neben  Ependym-
(Johansson et  al.  1999)  und subependymalen Zellen  (Morshead et  al.  1994)  auch
Astrozyten (Doetsch et al.  1999) die Charakteristiken solcher Stammzellen besitzen
könnten. Seri und Mitarbeiter (Seri et al. 2004) konnten herausfinden, dass Astrozyten
der  subgranulären  Zone  in  nestartiger  Anordnung  als  primäre  Progenitoren  der
Neurogenese fungieren, indem sie zusammen mit der extrazellulären Matrix eine Art
Stammzellnische  bilden.  Durch Teilung differenzieren sie  sich  innerhalb  der  Nische
über die Zwischenstufen D1-D3 zu neuen Körnerzellen, welche anschließend in die
Körnerzellschicht  auswandern  (siehe  Abbildung  9),  um  sich  im  Sinne  einer
funktionellen Integration neben älteren Neuronen anzusiedeln (Seri et al. 2004).
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Obwohl  Faktoren  und  Mechanismen,  welche  Proliferation  und  Differenzierung  im
Rahmen  der  adulten  Neurogenese  regulieren,  einer  abschließenden  Forschung
bedürfen, sind einige bereits bekannt (siehe Abbildung 10). 
Eine Vermehrung adulter neuraler Progenitorzellen in vitro konnte beispielsweise durch
die als  Mitogene wirkenden Vertreter  aus der  Gruppe der  Fibroblasten-  (FGF) und
epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF) erreicht werden (Lie et al. 2004).  Als wichtig
für  die  Differenzierung  in  eine  bestimmte  Zelllinie,  konnten  Vertreter  des
Wachstumsfaktors  bone  morphogenetic  protein  (BMP)  sowie  deren  Antagonisten,
Noggin und Neurogenesin-1, identifiziert werden. Während sich neurale Vorläuferzellen
unter  Anwesenheit  von  BMPs  in  Richtung  glialer  Zellen  differenzierten  (Lim  et  al.
2000),  führte  die  Präsenz  von  Noggin,  welches  in  vivo von  Ependymzelllen  der
subventrikulären  Zone  gebildet  wird,  bzw.  von  Neurogenesin-1,  produziert  durch
Astrozyten  der  subgranulären  Zone,  in  den  jeweiligen  Stammzellnischen  zu
Entwicklungen in Richtung der neuronalen Zelllinie (Lim et al. 2000; Ueki et al. 2003). 
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Abbildung 9:
Anordnung  von  Stammzellnischen  in  der  subgranulären  Zone  (SGZ)  als  Orte  adulter  Neurogenese.  Radiäre
Astrozyten (rA) fungieren als neuronale Progenitoren, die sich über die Zwischenstufen D1-D3, in neue Körnerzellen
(G) differenzieren (Abb. aus Seri et al. 2004).
Ebenfalls relevant im Rahmen der Regulation und Differenzierung von NSC´s scheint
der  Wnt-Signalweg  zu  sein  (Ille  und  Sommer  2005).  Bedeutsam  dabei  ist  seine
Kontrolle über epigenetische Mechanismen auf zellulärer Ebene. Beispiele für diese
Mechanismen  bestehen  in  der  Interaktion  zwischen  Enzymen  im  Rahmen  des
„Chromatin Remodellings“ mit anderen neurogenen Transkriptionsfaktoren sowie in der
Aufrechterhaltung  der  genomischen  Stabilität  von  Neuronen  oder  auch  in  der
Beteiligung  nicht-codierender  Ribonukleinsäure  (RNA)  im  Rahmen  der  neuronalen
Differenzierung (Hsieh und Gage 2004). 
Darüber hinaus sind auch Faktoren bekannt, welche einen negativen Einfluss auf die
adulte Neurogenese haben können. Wachs und Mitarbeiter konnten zeigen, dass der
Transforming  Growth  Factor  β1  (TGF-β1) zu  einer  deutlichen  Reduktion  der
Proliferation  neuronaler  Stamm-  und  Progenitorzellen  führt  und  damit  auch  die
Neurogenese drosseln kann (Wachs et al. 2006). 
Auch  das  Zytokin  Interleukin-6  (IL-6),  welches  im  Zusammenhang  mit
Entzündungsprozessen von Mikrogliazellen ausgeschüttet  wird,  soll  sich negativ auf
die Neurogenese auswirken. So ist es nicht verwunderlich, dass im Tierversuch eine
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Abbildung 10:
Entwicklungsschritte  der  adulten  hippocampalen  Neurogenese  in  vivo unter  Aufführung  von  Zeitspanne,
Entwicklungsstadien und möglichen molekularen Einflussfaktoren. ML: Molecular Layer, GCL: Granule Cell  Layer,
SGZ: Subgranuläre Zone (Abb. modifiziert aus Duan et al. 2008).
Erholung der Neurogenese bei Blockade der Entzündungskaskade durch Indometacin
nachgewiesen werden konnte. (Monje et al. 2003)
Auch  die  Pathophysiologie  kann  Einfluss  auf  die  Neurogenese  im  adulten  ZNS
nehmen. 
So  zeigten  Arvidsson  und  Mitarbeiter,  dass  nach  einer  akuten  Ischämie,  wie
beispielsweise im Rahmen eines Schlaganfalls, die Neurogenese deutlich angekurbelt
werden kann.  Dabei  konnte  eine signifikante Steigerung der  Zellproliferation  in  der
subventrikulären  Zone  beobachtet  werden.  Auch  wurde  eine  Migration  der  neu
entstandenen  Neurone  in  die  entsprechend  geschädigten  striatalen  Gebiete  mit
nachfolgendem  Ersatz  der  zerstörten  Zellen  nachgewiesen.  Die  neuen  Neurone
zeigten  dabei  dasselbe  Expressionsmuster  für  die  Marker  Meis2  (engl.  myeloid
ecotropic  viral  integration  site  2),  Neuronal  Nuclei  (NeuN)  und  DARPP-32  (engl.
dopamine-  and  cAMP-regulated  Phosphoprotein-32  kDa)  wie  mature  Neurone  des
Striatums. In der Folge eines Schlaganfalls besteht also die Möglichkeit des Ersatzes
geschädigter durch neu entstandene Neurone, was die große Kapazität des adulten
ZNS bezüglich seiner Selbsterneuerung unterstreicht. (Arvidsson et al. 2002)
Ebenfalls förderlich auf die adulte Neurogenese, insbesondere im seneszenten Gehirn,
wirkt sich eine an Reizen reiche Umgebung aus, wie im Tierversuch festgestellt werden
konnte  (Kempermann  et  al.  1998).  Dahingegen  können  chronisch  degenerative
Erkrankungen des Gehirns, die Neurogenese durch Einschlüsse von α-Synuclein, wie
beim Morbus Alzheimer, deutlich reduzieren (Winner et al. 2004).
Im  Vergleich  zur  embryonalen  Neurogenese  lassen  sich,  trotz  zahlreicher
Ähnlichkeiten, dennoch Unterschiede im Rahmen der adulten Neurogenese feststellen.
Zum Einen besteht ein wichtiger Steuerungsfaktor der adulten Neurogenese in Stimuli
und Mediatoren, welche aus dem Verbund vorbestehender Nervenzellen abgegeben
werden und ebenso auf diese wirken (Duan et al. 2008). Eine solche Umgebung kann
somit  auch  Gefahren  bergen,  da  die  Neurogenese  im  adulten  Gehirn  bereits  als
weitgehend  abgeschlossen  gilt.  Ein  Fortbestand  der  Neurogenese  ist  somit  nur  in
speziellen Nischen möglich, welche Schutz vor anti-neurogenen Einflüssen durch die
Umgebung bieten (Kempermann et al.  2004). Des Weiteren nimmt der Prozess der
neuronalen  Reifung  hier  im  Allgemeinen  einen  längeren  Zeitraum  von  bis  zu  vier
Wochen  oder  mehr  in  Anspruch,  als  derselbe  Vorgang  vergleichend  in  der
Embryonalentwicklung benötigen würde (Zhao et  al.  2006).  Hinzu kommt,  dass der
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Vorgang  der  adulten  Neurogenese  einen  individuellen  Prozess  darstellt,  so  sind
beispielsweise  mehrere  neuronale  Zwischenstufen  der  Entwicklung  zum  selben
Zeitpunkt  anzutreffen.  Im  Gegensatz  zur  embryonalen  Neurogenese  verläuft  die
Progression der einzelnen Entwicklungsschritte also nicht parallel. (Kempermann et al.
2004)
1.3 Neuronale Differenzierung mesenchymaler Stammzellen
In den letzten Jahren beschäftigt  sich die Stammzellforschung intensiver mit  der  in
vitro Differenzierung menschlicher MSC´s in funktionsfähige reife Neurone. Das Ziel
der Forschung besteht darin, die differenzierten Zellen als autologe Quelle, im Rahmen
der  in  vivo-Reimplantation,  für  die  Behandlung  akuter  und  chronischer
neurodegenerativer Erkrankungen oder Traumata nutzbar zu machen. 
In Anlehnung an die spezifischen und anspruchsvollen Bedürfnisse der Stammzellen
an  ihre  unmittelbare  Umgebung  in  vitro,  besteht  das  Interesse  vieler
Forschungsgruppen  in  der  Optimierung  von  Kulturbedingungen  zur  Steigerung  von
Plastizität und Proliferationsverhalten der Stammzellen. So konnten Qu und Mitarbeiter
(Qu et al. 2004) beispielsweise eine Verbesserung der Multipotenz von MSC´s durch
deren  Behandlung  mit  5-Brom-2-Desoxyuridin  (BrdU)  erreichen.  Zusätzlich  wurden
verschiedene  Oberflächenbeschichtungen  ausgetestet,  um  den  Prozess  des
Anwachsens  der  Zellen  an  die  Kulturflasche  sowie  deren  Proliferation  und
Differenzierung zu unterstützen. Kim und Mitarbeiter (Kim et al. 2002a) fanden heraus,
dass  die  Kombination  aus  einer  Beschichtung  mit  Fibronektin  (extrazelluläres
Matrixprotein)  und  speziellen  Differenzierungsmedien  förderlich  auf  die  Entwicklung
von MSC´s in Richtung der neuronalen Linie sein kann. Ebenfalls vielversprechend
bezüglich  der  Zelladhäsion erschien die Beschichtung von Kulturplatten mit  Poly-L-
Lysin (Hermann et al. 2004; Long et al. 2005c) bzw. Poly-D-Lysin (Zeng et al. 2011).
Den  Hauptanteil  an  der  neuronalen  Differenzierung  machen  jedoch  die  jeweiligen
Differenzierungsmedien aus, welche sehr variabel zusammengesetzt sein können. Im
Großen  und  Ganzen  lassen  sich  hierbei  drei  verschiedene  Arten  der
Herangehensweise  unterscheiden.  Neben  dem  Ansatz  der  chemischen  Induktion,
existiert  die Möglichkeit  die Zellen mithilfe von Wachstumsfaktoren, Signalmolekülen
und  speziellen  Nährmedien  in  die  neuronale  Richtung  zu  differenzieren.  Die  dritte
Variante besteht in der Kombination der ersten beiden Ansätze. Darüber hinaus lassen
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sich  mithilfe  von  Ko-Kultur-Systemen  oder  genetischer  Manipulation  (engl.  genetic
engineering) ähnliche Resultate erzielen.
1.3.1 Differenzierung mittels chemischer Induktion
Woodbury  und  Kollegen  (Woodbury  et  al.  2000)  gelang  es  im  Jahre  2000  ein
Differenzierungsprotokoll ausarbeiten, durch welches sowohl humane als auch MSC´s
von der Ratte nach chemischer Induktion neuronenähnliche Morphologien aufwiesen.
Hierfür  verwendeten  sie  zunächst  ein  Präinduktionsprotokoll  für  die  Dauer  von  24
Stunden, bestehend aus Dulbecco´s Modified Eagel´s Medium (DMEM), 20% fetalem
Kälberserum (FBS),  1  mM β-Mercaptoethanol  (β-ME)  und  basischem Fibroblasten-
Wachstumsfaktor  (bFGF).  In  der  sich  anschließenden  Induktionsphase  wurden  die
Zellen  mit  einem  Differenzierungsprotokoll,  bestehend  aus  DMEM,  2%
Dimethylsulfoxid (DMSO) und 200 µM Butylhydroxyanisol (BHA), behandelt. Innerhalb
kürzester  Zeit  zeigten  die  Zellen  so  eine  optische  Transformation  hin  zu  einem
neuronalen Phänotyp. Die Zellen zeichneten sich vor allen Dingen über die von einem
refraktilen Zellkörper ausgehenden langen Fortsätze aus, an deren Endigungen sich
Wachstumskegel (engl.  growth cones) sowie Filopodien ausmachen ließen. Darüber
hinaus  konnten  neuronenspezifische  Proteine,  wie  Neuronenspezifische  Enolase
(NSE),  NeuN,  Neurofilament-Medium  (NF-M)  und  Tau-Protein  (Tau),  in  der
Immunzytochemie nachgewiesen werden. (Woodbury et al. 2000)
Einen weiteren Ansatz trieben Deng und Mitarbeiter (Deng et al. 2001) voran, indem
sie  postulierten,  dass  eine  Erhöhung  des  intrazellulären  zyklischen
Adenosinmonophosphats (cAMP) förderlich auf die neuronale Differenzierung wirken
würde. Das ausgearbeitete Protokoll beinhaltete  Minimum Essential Medium Eagle  α
(α-MEM),  20% FBS und 0,5  mM Isobutylmethylxanthin  (IBMX)  /  1  mM Bucladesin
(dbcAMP) für 6 Tage. Im Ergebnis zeigten ca. 25% der Zellen nach der chemischen
Behandlung  eine  neuronenähnliche  Morphologie  sowie  ein  erhöhtes
Expressionsmuster für NSE und Vimentin, wie der Western Blot bestätigte. Deng und
Kollegen vermuteten, dass sich die MSC´s in vitro durch erhöhte intrazelluläre cAMP-
Spiegel in frühe Progenitoren neuraler Zellen differenziert haben mussten. (Deng et al.
2001)
Im  direkten  Vergleich  beider  zuvor  beschriebenen  Studien  durch  Rismanchi  und
Mitarbeiter  (Rismanchi  et  al.  2003),  konnte  gezeigt  werden,  dass  aus  der
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Zelldifferenzierung nach Woodbury (Woodbury et al. 2000) zwar deutlich mehr Zellen
mit neuronenähnlicher Morphologie (51%) hervorgingen, dabei aber auch eine höhere
Rate  toter  Zellen  (53%)  in  Kauf  genommen wurde.  Dagegen  zeigten  sich  bei  der
Differenzierung nach Deng (Deng et al.  2001) wiederum weniger Zellen neuronalen
Phänotyps  (13%),  wobei  die  Zellverluste  aber  signifikant  niedrig  blieben  (<  5%)
(Rismanchi et al. 2003).
Eine weitere  Variante  zur  neuronalen Differenzierung zeigten Hung und Mitarbeiter
(Hung  et  al.  2002b)  auf,  indem  sie,  durch  die  Zugabe  der  Antioxidanzien  β-ME
und/oder Retinolsäure (RA), neuronenähnliche Zellen aus MSC´s  in vitro anzüchten
konnten.  Darüber hinaus zeigten diese Zellen positive Ergebnisse für  Nestin,  NSE,
NeuN  und  Neuronenspezifisches  Klasse  III  Beta-Tubulin  (TuJ-1)  in  der
Immunfluoreszenz (Hung et al. 2002b). 
Muñoz-Elias und Mitarbeiter (Muñoz-Elias et al. 2003) konnten durch Modifikation des
Woodbury-Protokolls,  indem  sie  diesem  10  µM  Forskolin,  N-2-Supplement  bzw.  5
µg/ml  Insulin,  2  mM Valproinsäure  (VPA),  5  nM des  Tyrosinkinaserezeptorblockers
K252A und 10 mM Kaliumchlorid (KCl) zufügten, eine Transformation von über 70%
der  undifferenzierten  MSC´s  hin  zu  Zellen  mit  neuronenähnlicher  Morphologie
erreichen. Weiterhin zeigten die differenzierten Zellen innerhalb von 24 Stunden die
Expression  neuronaler Proteine wie Tau, NeuN, NSE und Toad/Ulip/CRMP-4-Protein
(TUC-4),  ohne  vorher  das  Stadium  der  Mitose  durchlaufen  zu  haben,  was  in  der
Immunzytochemie  bestätigt  werden  konnte.  Aus diesen  Beobachtungen  konnte  der
Schluss gezogen werden, dass die Entwicklung von MSC´s zu Neuronen auf direktem
Wege  geschehen  musste,  also  ohne  eine  vorherige  Kernteilung.  Die  Forscher
schlussfolgerten  daher,  dass  ein  fließender  Übergang  zwischen  Stammzellen,
Progenitoren und Präkursoren bestehen könnte. (Muñoz-Elias et al. 2003)
Greco et al. (2008) gelang es innerhalb von 12 Tagen aus humanen MSC´s mit Hilfe
eines  speziellen  Protokolls,  bestehend  aus  Ham´s  DMEM/F12,  2%  FBS,  B27-
Supplement, 20 mM RA und 12,5 ng/ml bFGF, neurotransmitterproduzierende Neurone
zu differenzieren, wobei 25% dieser Zellen durch exogene Transmitterstimulation mit
Glutamat  und  GABA  elektrisch  erregt  werden  konnten.  Mithilfe  von  Microarray-
Analysen  konnten  drei  Arten  von  transmitterproduzierenden  Zellen,  nämlich
peptiderge, GABAerge und cholinerge Neurone, nachgewiesen werden (Greco et al.
2008).
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Trotz der scheinbaren Erfolge auf dem Gebiet der neuronalen Differenzierung, wurden
zuletzt  Stimmen laut,  die  sich  gegen  die  Möglichkeit  einer  solchen  Differenzierung
durch chemische Induktion aussprachen. Dabei wurde eine Transdifferenzierung von
MSC´s  in  reife  Neurone  zunehmend  infrage  gestellt.  Vielmehr  wurden  andere
Phänomene,  wie  Zellfusionen,  als  Ursache  der  vermeintlichen  „Differenzierungen“
angesehen. Gestützt wurden diese Vermutungen einerseits auf das Fehlen wichtiger
morphologischer  Charakteristika,  wie  beispielsweise  dem  Wachstumskegel  am
aussprossenden  Axon,  andererseits  auch  auf  den  vermehrten  Zelltod  während  der
chemischen Induktion sowie auf die sehr kurze Zeitspanne von wenigen Stunden, in
der die neuronale Differenzierung von statten gehen sollte (Khoo 2009). 
Neuhuber und Mitarbeiter (Neuhuber et al. 2004) konnten vielmehr oben beschriebene
Beobachtungen  zur  neuronalen  Differenzierung  von  Zellen  auch  an  dermalen
Fibroblasten  machen,  welche  nach  chemischer  Induktion  mit  DMSO  und  BHA
morphologisch  neuronale  Charakteristiken,  wie  beispielsweise  lange  dünne
Zellfortsätze,  zeigten  und  ebenfalls  mit  der  Expression  neuraler  sowie  glialer
Markerproteinen  reagierten.  Zudem  konnte  durch  Proteomanalyse  und  DNA-
Microarray  gezeigt  werden,  dass  MSC´s  nach  neuronaler  Differenzierung  mittels
chemischer  Induktion  weder  einen  veränderten  Proteinbesatz,  noch  eine
Hochregulation  von  neuronenspezifischen  Genen,  sondern  vielmehr  eine
Herrunterregulation dieser, aufwiesen (Choi et al. 2006).
Einige Autoren stellten zudem die Hypothese auf, dass die chemischen Komponenten
der Protokolle aufgrund ihrer möglichen Toxizität zu einem Zusammenschrumpfen der
Zellen  (engl.  cell  shrinkage)  führen  würden,  welches  durch  Schädigung  ihrer
Aktinfilamentgerüste und die Retraktion ihrer Zellkörper bedingt sein könnte. Sodass im
Endeffekt nicht die Differenzierung selbst zu einer neuronenähnlichen Morphologie der
Zellen  und  der  damit  einhergehenden  vermehrten  Expression  neuronaler  Proteine
führe,  sondern  vielmehr  der  toxische  Stress  auf  zellulärer  Ebene  Morphologie  und
Expressionsmuster bedinge (Choi et al. 2006; Lu et al. 2004; Neuhuber et al. 2004;
Suon et  al.  2004).  Vor  allen  Dingen bei  Protokollen,  welche eine Kombination aus
DMSO und BHA bzw. IBMX verwendeten (wie in den Protokollen von Woodbury et al.
(2000)  und  Deng  et  al.  (2001)),  konnten  keine  mit  denen  der  Originalstudien
übereinstimmenden Ergebnisse festgestellt werden (Choi et al. 2006; Lu et al. 2004;
Neuhuber et al. 2004; Suon et al. 2004). 
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1.3.2 Differenzierung mittels Induktion durch Zytokine und Signalmoleküle
Um die physiologischen Bedingungen  in  vivo für  die neuronale Entwicklung  in  vitro
besser  zu  imitieren,  arbeiteten  Sanchez-Ramos  et  al.  (2000)  ein  Protokoll  zur
neuronalen Differenzierung von MSC´s aus, welches sich vorwiegend auf die Faktoren
EGF (10 ng/ml), RA (0,5 µM) und BDNF (10 ng/ml) stützte. Die so induzierten MSC´s
zeigten  schnell  neuronenähnliche  Morphologien  mit  kleineren,  spindelförmigen
Zellkörpern. In der Immunzytochemie exprimierten die auf diese Weise differenzierten
Zellen zudem neuronale Marker, wie Nestin und NeuN, aber auch Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP),  bei  gleichzeitigem Verlust  des MSC-typischen Markers Fibronektin.
(Sanchez-Ramos et al. 2000)
Daran  Anschluss  nehmend  behandelten  Kim  und  Mitarbeiter  (Kim  et  al.  2002a)
undifferenzierte  humane  MSC´s  mit  einer  Kombination  aus  FGF  und  RA auf  mit
Fibronektin  beschichteten Kulturplatten und konnten so eine neuronale Entwicklung
dieser initiieren. Diese wurde durch den Anstieg des neuronalen Markerproteins NF-M
in der Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) auf Werte von bis
zu  40% in  den  behandelten  Zellen  belegt.  Allerdings  reagierten  die  differenzierten
Zellen  in  den  elektrophysiologischen  Untersuchungen  nicht  mit
aktionspotenzialähnlichen  Änderung  des  Membranpotenzials,  sodass  die  Forscher
davon ausgingen, dass es sich bei den gezüchteten Zellen um unreife Progenitoren
neuraler Zellen handeln musste. (Kim et al. 2002a) 
Erste  Langzeiterfolge  konnten  Tao  und  Mitarbeiter  (Tao  et  al.  2005)  mit  einem
Differenzierungsprotokoll, welche u.a. die Wachstumsfaktoren bFGF, EGF und Platelet-
derived  Growth  Factor  (PDGF)  beinhaltete,  beobachten.  Auch  diese  Arbeitsgruppe
verwendete  mit  Fibronektin  beschichtete  Kulturplatten  für  die  Anzüchtung.  Die  so
ausdifferenzierten MSC´s behielten ihren neuronalen Phänotyp für eine Zeitspanne von
bis zu drei Monaten. Zudem konnten neuronenähnliche Zellen in der Immufluoreszenz
positiv auf Neurotransmitter oder zumindest auf neurotransmitterassoziierte Proteine,
wie GABA,  Tyrosinhydroxylase (TH) oder Serotonin, angefärbt werden. Des Weiteren
konnte die Forschungsgruppe zeigen, dass chemische Induktionsprotokolle, die BHA
und DMSO enthielten, nicht in der Lage waren neuronale Differenzierungen ähnlichen
Umfangs zu initiieren.  Vielmehr  zeigte sich auch hier  die Toxizität  der verwendeten
Chemikalien,  sodass  die  veränderte  Morphologie  der  behandelten  MSC´s  auf
Schädigungen im Zytoskelett zurückgeführt wurden. (Tao et al. 2005)
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In weiteren Studien konnte, im Zusammenhang mit der neuronalen Differenzierung von
MSC´s, die Bildung von neurosphärenartigen Clustern, wie sie bereits im Rahmen der
in  vitro Differenzierung von NSC´s  bekannt  sind,  beobachtet  werden.  Ein  Auftreten
solcher Aggregate, welche vermutlich neuralen Progenitoren entsprechen, zeigte sich
v.a. bei der Behandlung von MSC´s mit bFGF und EGF. (Hermann et al. 2004; Suon et
al. 2006)
Zur  weiteren Untersuchung kultivierten Suon  et  al.  (2006)  die  neurosphärenartigen
Gebilde für 3 Stunden auf poly-Ornithin- bzw. lamininbeschichteten Kulturplatten unter
Zugabe von serumfreiem Medium, angereichert mit 250 µM IBMX, 50 µM Forskolin
und  200  nM  Tetradecanoylphorbol-acetat  (TPA),  einem  Proteinkinase-C-Aktivator.
Anschließend wurde der Kultur für 7 Tage  dbcAMP zugesetzt. Im Ergebnis zeigten
sich neuronenartige Zellen, die Eigenschaften dopaminerger und GABAerger Neurone
aufwiesen. (Suon et al. 2006)
Auch Tropel et al. (2006) konnten nachweisen, dass die alleinige Induktion mit 25 ng/ml
bFGF, in DMEM-low glucose, 2 nM Glutamin und 10% FBS zu einer Veränderung von
Nagetier-MSC´s  hin  zu  Zellen  mit  neuronaler  Gestalt  führte.  Außerdem kam es  in
diesen Zellen zu einem signifikanten zytosolischen Kalziumanstieg nach Zugabe von
Neuroaktivatoren, wie Glutamat, Veratridin und Dopamin. Diese Ergebnisse legten die
Vermutung nahe, dass die differenzierten Zellen neuronentypische Rezeptoren sowie
spannungsabhängige Ionenkanäle besitzen mussten. (Tropel et al. 2006)
Überblickend scheint die Kombination verschiedener Wachstumsfaktoren den größten
Effekt auf die neuronale Differenzierung von MSC´s zu haben, wie auch Choong und
Kollegen  (Choong  et  al.  2007)  feststellen  konnten.  Nach  10  Tagen  unter  einem
Differenzierungsmedium,  bestehend  aus  jeweils  10  ng/ml  BDNF,  EGF  und  NGF,
zeigten die Zellen, neben der zunehmend neuronenartigen Morphologie, auch positive
Resultate in der Immunfärbung bezüglich neuronaler Marker, wie Neurofilament-Heavy
(NF-H), GAP-43 (engl.  Growth Associated Protein 43) sowie NeuN. Zusätzlich konnte
die Bildung von Netzwerken zwischen den zum Teil reich verzweigten Zellfortsätzen
beobachtet werden. Es wurde angenommen, dass sich die undifferenzierten MSC´s in
vitro über die Stufe unreifer neuronenartiger Zellen  in reife Neurone entwickelt haben
mussten. (Choong et al. 2007)
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1.3.3 Differenzierung mithilfe von Ko-Kulturen
Neben den Ergebnissen, die Sanchez-Ramos und Mitarbeiter (Sanchez-Ramos et al.
2000) auf dem Gebiet der neuronalen Induktion mittels Zytokinen und Signalmolekülen
erbrachten,  konnte  die  Forschungsgruppe  zudem  den  positiven  Effekt  der  Ko-
Kultivierung von MSC´s mit  fetalen mesenzephalen bzw. striatalen Zellen der Ratte
herausstellen. So konnte gezeigt werden, dass die Expression von NeuN und GFAP in
diesen Zellen nach Ko-Kultivierung gesteigert werden konnte. Die Forscher bestärkten
somit  die  Hypothese,  dass  neben  der  Induktion  mittels  trophischer  Faktoren  und
Zytokinen,  auch  direkte  Zell-zu-Zell-Kontakte  für  die  neuronale  Differenzierung  von
MSC´s grundlegend zu sein scheinen. (Sanchez-Ramos et al. 2000)
Ebenso führte die Ko-Kultivierung von MSC´s mit  Astroblasten zu einer vermehrten
neuro-glialen Markerexpression, wie Bossolasco et al. (2005) zeigen konnten.
Dieses Ergebnis unterstützt auch die Resultate von Song und Mitarbeitern (Song et al.
2002a; Song et al. 2002b), welche die Bedeutung von hippocampalen Astrozyten auf
die  neuronale  Reifung  von  NSC´s  sowie  auf  deren  Ausbildung  von  funktionalen
Synapsen herausstellen konnten.
Darüber hinaus konnten Jiang und Mitarbeiter (Jiang et al. 2003) beobachten, dass die
Ko-Kultivierung von Nagetier-MAPC´s mit Astrozyten zu einem verlängerten Überleben
der  Zellen  in  vitro führte.  Zusätzlich nahmen diese Zellen vermehrt  die Optik  reifer
Neurone  an,  da  beispielsweise  vermehrt  Axonaussprossungen  gesehen  werden
konnten.  Neben  den  morphologischen  Veränderungen,  zeigten  die  Zellen  auch
vermehrt die Expression von dopaminergen, GABAergen und serotoninergen Markern.
Zudem waren elektrophysiologische Charakteristiken maturer  Neuronen an den ko-
kultivierten Zellen nachweisbar. (Jiang et al. 2003)
Krampera und Mitarbeiter  (Krampera et  al.  2007)  verglichen neuronal  differenzierte
Zellen, die zum Einen durch chemische Induktion, zum  Anderen durch Ko-Kultivierung
mit humanen Schwann-Zellen des Nervus cochlearis gewonnen werden konnten, auf
ihre Langlebigkeit. Das chemischen Induktionsprotokoll beinhaltete, in Anlehnung an
das  Woodbury-Protokoll  (Woodbury et  al.  2000),  in  modifizierter  Form DMEM,  N2-
Supplement,  BHA,  KCl,  VPA und  Forskolin  für  2-16  Stunden.  Nach  stattgehabter
Differenzierung entwickelte die Mehrheit der behandelten MSC´s neuronale, gliale oder
oligodendrozytäre Phänotypen.  Darüber hinaus konnte in den Zellen eine generelle
Hochregulation  neuronaler  Markerproteine  festgestellt  werden,  welche  aber  nicht
zwingend mit den morphologischen Veränderung korrelierte.
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Bedauerlicherweise  stellten  sich  jedoch  sowohl  die  strukturellen,  als  auch  die
molekularbiologischen  Veränderungen  als  reversibel  heraus,  da  die  Zellen  nach
Abschluss  der  Differenzierung  ihre  ursprüngliche  MSC-typische  Gestalt  sowie  ihr
multipotentes Entwicklungspotenzial zurückerlangten. Dagegen zeigten MSC´s, welche
mit  Schwann-Zellen  ko-kultiviert  wurden  langanhaltende  schwannzellähnliche
Morphologien  sowie  die  Expression  schwannzelltypischer  Myelinproteine  über  eine
Dauer von bis zu 12 Tagen. Die Forschungsergebnisse demonstrieren, dass die Ko-
Kultivierung mit Schwann-Zellen in vitro dem Milieu innerhalb des Nervs in vivo ähnlich
sein  könnte.  Damit  bestünde auch eine Möglichkeit  zur  in  vivo-Differenzierung von
Schwann-Zellen aus MSC´s, welche zuvor ins zentrale bzw. periphere Nervensystem
eingebracht wurden, sodass sich der regenerative Effekt einer solchen Differenzierung,
beispielsweise in der Folge traumatischer Läsionen, ausnutzen ließe. (Krampera et al.
2007)
Insgesamt erscheint damit die Ko-Kultivierung von MSC´s mit den unterschiedlichsten
neuronalen  bzw.  glialen  Zelltypen,  auch  in  Kombination  mit  den  geeigneten
Differenzierungsprotokollen,  als  ein  vielversprechender  Ansatz  zur  Differenzierung
reifer Neurone.
1.3.4 Differenzierung mittels „Genetic Engineering“
Das Interesse an der Manipulation des genetischen Pools der MSC´s liegt derzeit in
der Überexpression von Genen, welche für die neuronale Entwicklung und Funktion
relevant  sind.  Diese  bieten  somit  einen  Angriffspunkt  für  zahlreiche
Forschungsprojekte.  Die  wohl  wichtigsten  Beispiele  für  eine  durch  Transfektion
herbeigeführte Überexpression von Genen sollen im Folgenden besprochen werden.
► Kohyama  et  al.  (2001)  transfizierten  MSC´s  mit  dem  Noggin-Gen.  Diese
Transfektion führte dazu, dass die Zellen  in vitro Aggregate formten und sich in der
Folge  vom Boden der  Kulturschale  abhoben,  um neurosphärenähnliche  Cluster  zu
bilden.  Diese  Aggregate  wurden  daraufhin  auf  poly-l-Ornithin-  bzw.
fibronektinbeschichteten  Kulturplatten  angezüchtet  und  erhielten  zusätzlich  ein
zytokinbasiertes  Differenzierungsmedium.  Im  Laufe  des  Experimentes  zeigten  die
Zellen,  von  welchen  immunzytochemisch  mehr  als  50%  den  Marker  Microtubuli-
assoziiertes  Protein-2  (MAP-2)  exprimierten,  zunehmend  eine  neuronenähnliche
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Morphologie mit refraktilen, runden Zellkörpern und charakteristischem Axonwachstum.
Darüber hinaus reagierten diese Zellen auf einen depolarisierenden Stimulus mit dem
Einstrom von Kalziumionen. (Kohyama et al. 2001)
► Dezawa und Mitarbeiter (Dezawa et al. 2004) hingegen führten an humanen sowie
an MSC´s der Ratte eine Gentransfektion an der Notch Intracellular Domain (NICD)
durch und behandelten die transfizierten Zellen zusätzlich mit Differenzierungsmedien,
bestehend aus bFGF, Forskolin und Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) sowie Glial cell
line-derived Neurotrophic  Factor (GDNF) oder  BDNF/NGF.  Daraufhin  reagierten die
transfizierten differenzierten Zellen sowohl mit einer neuronalen Optik als auch mit der
Expression  einiger  spezifischer  NSC-Marker.  Zudem generierten  einige  Zellen  eine
gewisse  elektrophysiologische  Aktivität,  in  Form von  Aktionspotenzialen,  durch  das
Vorhandensein  spannungsabhängiger  Natrium-  sowie  „delayed  rectifier“-
Kaliumströme.  Zusätzlich  konnten  die  Zellen  auch  in  Tiermodellen  zum  Morbus
Parkinson  entsprechende  Funktionen  zeigen,  sodass  diese  Methode  im  Rahmen
neurorekonstruktiver Ansätze erhöhte Relevanz besitzt. (Dezawa et al. 2004)
► Derweil  brachten Zhao et  al.  (2004)  das BDNF-Gen,  mittels  Transduktion durch
retrovirale Vektoren, in humane MSC´s ein und behandelten die Zellen zusätzlich mit
RA, was zu einer Differenzierung der Zellen in Richtung der neuronalen Linie, unter
vermehrter Expression der entsprechenden Marker NeuN, Oberflächenantigen 4 (O4)
und  GFAP,  führte.  Im  Rahmen  von  patch-clamp-Versuchen  konnten  außerdem
spannungsabhängige Kalium- und Kalziumströme in diesen Zellen festgestellt werden.
(Zhao et al. 2004)
1.3.5 Kombinierte Differenzierungsansätze
Einige  Forschungsgruppen  stellten  ihre  Differenzierungsprotokolle  auch  durch
Kombination der einzelnen Ansätze zusammen. Solche Protokolle enthalten bisher v.a.
Elemente  aus  der  zytokinbasierten  sowie  der  chemischen  Induktion.  Hierbei  seien
insbesondere Faktoren zur Steigerung des cAMP-Spiegels oder Antioxidanzien,  wie
beispielsweise Edaravone, genannt (Long et al. 2005c; Suon et al. 2006; Tondreau et
al. 2008; Zeng et al. 2011). 
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Scintu und Kollegen (Scintu et al. 2006) untersuchten verschiedene Protokolle auf ihre
Effektivität  bezüglich  der  neuronalen  Differenzierung  von  Stammzellen.  Dabei
verglichen  sie  ein  rein  chemisches  Protokoll  mit  einer  kombinierten  Variante  aus
chemischer und zytokinbasierter Induktion. So wurden zum Zwecke der chemischen
Induktion lediglich RA und β-ME eingesetzt,  während das Alternativprotokoll,  neben
TPA,  Forskolin  und  IBMX  auch  Fibroblasten-Wachstumsfaktor-1  (FGF-1)  enthielt.
Insgesamt  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Zellen  nach  Induktion  mit  dem
kombinierten  Protokoll  schneller,  also  innerhalb  von  24  Stunden,  neuronenähnliche
Morphologien  ausbildeten,  welche  sich  zudem prägnanter  darstellten  als  nach  rein
chemischer Induktion. Hingegen konnte die Expression neuronaler und glialer Marker,
wie  die  von  NF,  GFAP,  TUJ-1  und  NSE,  sowie  die  verstärkte  Transkription  des
neurogeneserelevanten Transkriptionsfaktors Hes I (engl. hairy and enhancer of split-1)
in den differenzierten Zellen beider Protokolle in gleichem Maße festgestellt werden.
Damit  konnte  auch  erstmals  die  Beteiligung  dieses  Transkriptionsfaktors  an  der
neuronalen Induktion von MSC´s festgestellt werden. (Scintu et al. 2006)
Eine besondere Variante arbeiteten Tatard et al. (2007) aus, indem sie in mehreren
Schritten sogenannte MIAMI-Zellen (engl. Marrow-isolated adult multilineage inducible)
in vitro neuronal ausdifferenzierten. Das entsprechende Protokoll umfasste drei Stufen,
in  denen  Zytokine  und  Signalstoffe,  wie  bFGF,  NGF und  BDNF,  sowie  chemische
Induktoren, u.a. BHA und β-ME, mit pharmakologischen Faktoren, wie Forskolin, VPA,
Humaninsulin  und  Hydrocortison,  kombiniert  wurden.  Die  auf  diese  Weise
differenzierten Zellen entwickelten neuronenähnliche Morphologien unter Ausbildung
eines  komplex  verzweigten  Neuritenwachstums.  Neben  den  molekularbiologischen
Untersuchungen,  in  denen  eine  positive  Expression  neuronaler  Markerproteine
nachgewiesen  werden  konnte,  wurden  die  Zellen  außerdem elektrophysiologischen
Experimenten  zugeführt,  welche  diesen  Charakteristiken  ähnlich  zu  denen  reifer
Neurone zuschreiben konnten. (Tatard et al. 2007)
Andere  wiederum  kombinierten  auch  Ko-Kultur-Systeme  mit  der  zytokinbasierten
Induktion  (Jiang et al. 2003). 
Wie Dezawa und Kollegen zeigten, ist zusätzlich zum „genetic engineering“ der Zellen
auch eine Induktion mittels Zytokinen möglich (Dezawa et al. 2004).
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1.4 Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
1.4.1 Neurotrophine
Die  Neurotrophine  gehören  zu  den  basischen  Proteinen  und  besitzen  eine
Molekülmasse von 13 kDa (Allendoerfer et al. 1994; Lewin und Barde 1996; Lindsay et
al.  1994). Ihre Gruppe umfasst im Großen und Ganzen sechs verschiedene Typen,
nämlich die Faktoren NGF, BDNF, Neurotrophin-3 (NT-3),  Neurotrophin-4/5 (NT-4/5)
sowie Neurotrophin-6 (NT-6) und Neurotrophin-7 (NT-7) (Huang und Reichardt 2001;
Lewin  und  Barde  1996),  wobei  die  beiden  Letzteren  bisher  nur  in  Fischen
nachgewiesen  werden  konnten  und  wohl  möglich  nur  eine  geringe  bis  gar  keine
Bedeutung in Säugetieren und Vögeln besitzen (Götz et al. 1994; Nilsson et al. 1998).
Neurotrophine sind Signalstoffe des Körpers, welche sowohl an Differenzierung und
Wachstum, als auch an Überleben, Plastizität und Apoptose von Nervenzellen beteiligt
sind (Eide et al. 1993; Kaplan und Miller 2000; Korsching 1993). 
Hierbei konnte eine vermehrte Expression von NT-3 in eher unreifen Regionen des
ZNS,  welche  im  Rahmen  von  Proliferation,  Migration  und  Differenzierung  neuraler
Präkursoren  wichtig  sind,  festgestellt  werden,  während  BDNF  im  Laufe  des
Reifungsprozesses dieser Regionen vermehrt exprimiert wird. Die Expression von NGF
scheint dagegen keinem festen Schema zu folgen und konnte zu allen Zeitpunkten der
Entwicklung in variierenden Mengen detektiert werden. (Maisonpierre et al. 1990)
Ihre Wirkung entfalten die Neurotrophine über zwei voneinander unabhängige Arten
von Rezeptoren (siehe Abbildung 11). Zum Einen über den „low-affinity neurotrophin
receptor“ (p75 NTR), zum Anderen über die „high-affinity tyrosine kinases receptors“
(Trk-Rezeptoren),  welche  aus  den  drei  Mitgliedern  TrkA,  TrkB  und  TrkC  bestehen
(Bothwell 1991;  McAllister 2001; McAllister et al. 1999; Lindsay et al. 1994; Segal und
Greenberg 1996). 
Während NGF v.a.  TrkA aktiviert,  bindet  BDNF vornehmlich an TrkB.  NT-3 hat  die
Fähigkeit, unter speziellen Bedingungen, an alle Rezeptoren der Trk-Familie zu binden,
aktiviert jedoch TrkC am stärksten. (McAllister 2001; McAllister et al. 1999)
Durch  Bindung der  Neurotrophine  an ihre  Rezeptoren können die  verschiedensten
Signalwege, darunter auch die Kasakaden der MAP-,  Phosphoinositid-3 (PI-3) - und
Jun-Kinasen, aktiviert werden (Huang und Reichardt 2001). Über den Trk-Signalweg
werden v.a. das Überleben und die Differenzierung neuronaler Populationen unterstützt
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(Allsopp et al. 1994; Chao 2003; Huang und Reichardt 2001). Dahingegen kommt es
durch die  Bindung  von Neurotrophinen  an  den  p75  NTR,  welcher  ein  Mitglied  der
Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie  repräsentiert,  zusätzlich  zur  Induktion  des
neuronalen  Zelltods  durch  Apoptose  v.a.  in  späteren  Stadien  der  Zellentwicklung
(Barrett und Bartlett 1994; Chao 2003; Frade und Barde 1999). Bei  Abwesenheit des
Rezeptors zeigen sich jedoch Störungen im Axonwachstum in vitro sowie  in vivo und
eine gestörte Zielinnervation im Tierversuch (Bentley und Lee 2000; Lee et al. 1994).
Die  Interaktion  der  Neurotrophine  mit  ihren  Rezeptoren  spielt  vor  allen  Dingen  im
Rahmen der neuronalen Entwicklung, insbesondere zu Zeiten von Differenzierung und
Wachstum  der  Nervenzellen,  eine  wichtige  Rolle  (Davies  1994),  sodass  auch  die
Ausschüttung  der  Neurotrophine  sowie  die  Expression  ihrer  Rezeptoren  in  diesen
Phasen am größten sind (McAllister et al. 1999). 
Auch in  der Zellkultur  konnte der positive Effekt  von NGF auf  die Proliferation und
Differenzierung neuronaler Präkursoren nachgewiesen werden (Cattaneo und McKay
1990). Als sogenannte „target-derived trophic factors“ haben die Neurotrophine zudem
Bedeutung  in  Bezug  auf  das  Überleben  bestimmter  Typen  peripherer  Neurone
(McAllister  2001).  Besonders  dem Faktor  NGF wird  eine  spezielle  Funktion  in  der
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Abbildung 11:
Bindungen der Mitglieder der Neurotrophin-Familie an ihre Rezeptoren (Abb. aus von Bohlen und Halbach, 2010).
Die Trk-Rezeptoren gehören zu  den „high affinity tyrosine kinases receptors“.  Während NGF v.a.  TrkA aktiviert,
binden BDNF sowie NT-4 an TrkB. NT-3 bindet hauptsächlich an den TrkC-Rezeptor..
Erhaltung der Viabilität sensorischer und sympathischer Neurone  in vitro und  in vivo
zugeschrieben (Levi-Montalcini 1987). 
Doupe  und  Mitarbeiter  (Doupe  et  al.  1985)  stellten  in  ihrem  Experiment  u.a.  die
Wirkung von NGF auf chromaffine Zellen des Nebennierenmarks der Ratte der von
Glukokortikoiden, wie Dexamethason, gegenüber. Die Wissenschaftler fanden heraus,
dass  Glukokortikoide  zwar  relevant  für  Überleben  und  Differenzierung  der  Zellen
waren,  diese  Wirkungen  jedoch  bei  Fehlen  der  Steroide  genauso  von  NGF
übernommen  werden  konnten.  Darüber  hinaus  waren  die  Zellen  nach  NGF-
Behandlung, durch die Induktion des Neuritenwachstums, optisch nicht mehr eindeutig
von reifen sympathischen Neuronen zu unterscheiden (Doupe et al. 1985). 
Die Verfügbarkeit von Neurotrophinen hat zudem Einfluss auf die funktionelle Identität
der Neurone (Lewin und Barde 1996).  Eine limitierte Sekretion von Neurotrophinen
scheint  dabei  mit  der  Zahl  der  innervierenden  Neurone  und  der  Größe  der
Zielzellpopulation zusammenzuhängen (Huang und Reichardt 2001). Darüber hinaus
haben die Neurotrophine,  insbesondere NGF, auch Einfluss auf  das Neuriten-  bzw.
Dendritenwachstum  im  PNS  (Snider  et  al.  1988;  Lindsay  et  al.  1994)  und  ZNS
(McAllister et al. 1999) sowie auf die elektrische Erregbarkeit der Neurone (McAllister
et al. 1999). So konnten Lu und Mitarbeiter (Lu et al. 2005) beobachten, dass BDNF-
transfizierte  MSC´s  zu  einer  Steigerung  des  Axonwachstums  im  Rahmen  von
Rückenmarksverletzungen beitragen konnten. 
Zudem  konnte  für  NGF  und  weitere  neurotrophe  Vertreter  eine  maßgebliche
Beteiligung  an  der  Expression  spannungsabhängiger  Natrium-  (Toledo-Aral  et  al.
1997), Kalium- (Adamson et al. 2002; Sharma et al. 1993) und Kalziumkanäle (Levine
et  al.  1995)  festgestellt  werden.  Die  einzelnen  Neurotrophine  zeigen  dabei
unterschiedliche  Wirkungen.  So  trägt  NGF  zu  einer  Dichteerhöhung  aller
spannungsabhängigen Ionenkanäle bei. BDNF und NT-3 hingegen zeigen zueinander
gegensätzliche Effekte. Durch die selektive Erhöhung der Expression von Natrium- und
Kalziumkanälen,  steigert  BDNF  die  Erregbarkeit  der  Zellen.  Im  Unterschied  dazu
mindert  NT-3  deren  Erregbarkeit  durch  vermehrte  Expression  von  Kaliumkanälen.
(McAllister et al. 1999)
Außerdem wurde vermutet, dass Neurotrophine auch als Regulatoren der strukturellen
und synaptischen Plastizität fungieren könnten, was durch weitere Forschungsarbeit
noch genauer herausgearbeitet werden sollte (Bonhoeffer 1996; Snider und Lichtman
1996). 
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1.4.2 Die GDNF-Familie
Als erster Vertreter dieser Gruppe konnte GDNF im Jahre 1993 als trophischer Faktor,
sezerniert von einer Gliazelllinie der Ratte, identifiziert werden (Lin et al. 1993). 
Lin  und  Mitarbeiter  (Lin  et  al.  1993)  zeigten  daraufhin,  dass  GDNF  die  Fähigkeit
besitzen  musste  das  Überleben  von  dopaminergen  Nervenzellen  im  embryonalen
ventralen  Mittelhirn  zu  fördern,  was  auch  am  Tiermodell  zum  Morbus  Parkinson
bestätigt werden konnte (Hoffer et al. 1994). Grondin und Gash (1998) kamen zu dem
Schluss, dass GDNF den neurotoxininduzierten Zelltod von dopaminergen Neuronen
des nigrostriatalen Systems verhindern und zudem zu deren funktioneller  Erholung
beitragen  kann.  Ähnliche Wirkungen ließen sich  zudem an spinalen  Motoneuronen
(Henderson  et  al.  1994)  und  zentralen  noradrenergen  Nervenzellen  (Arenas  et  al.
1995) reproduzieren. 
Weitere Liganden der GDNF-Familie (GFL), welche im weiteren Sinne der Superfamilie
des  Transforming  Growth  Factor-β  (TGF-β)  unterzuordnen  sind  (Airaksinen  et  al.
1999),  konnten  in  der  Folge  ausgemacht  werden.  Dazu  zählen  Neurturin  (NRTN)
(Kotzbauer  et  al.  1996),  Persephin  (PSPN)  (Milbrandt  et  al.  1998)  sowie  Artemin
(ARTN) (Baloh et al. 1998), die ebenfalls im Rahmen des Überlebens von neuronalen
Populationen des ZNS (Baloh et al. 1998; Horger et al. 1998; Milbrandt et al. 1998)
eine Rolle spielen. Darüber hinaus zeigen GDNF, ARTN und NRTN, ähnlich wie die
Neurotrophine, einen zusätzlichen Effekt auf das PNS (Baloh et al. 1998; Kotzbauer et
al. 1996).
Alle GFL übertragen ihre Signale durch Bindung an Rezeptor-Tyrosinkinasen (RET)
(Takahashi 2001). Allerdings kann der Rezeptor nur durch vorherige Bindung des GFL
an einen Vertreter einer Proteinklasse von GDNF-family receptor-α (GFRα) aktiviert
werden.  Der  GFRα  steht  mit  der  Plasmamembran  über  eine  Art  Glycosyl-
Phosphatidylinositol- oder kurz GPI-Anker in Verbindung. Insgesamt lassen sich vier
verschiedene  GFRα  Rezeptoren  (GFRα  1-4)  unterscheiden,  welche  die
Ligandenspezifität  des  GFRα-RET-Komplexes  vorgeben.  So  bindet  GDNF
beispielsweise an GFRα1, bevor es mit der RET einen Gesamtkomplex bilden kann.
(Airaksinen et al. 1999; Baloh et al. 2000; Takahashi 2001). Unabhängig von der RET,
kann die Signaltransduktion aber auch, insbesondere bei Fehlen der Ersteren, über ein
Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM) erfolgen (Sariola und Saarma 2003).
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Die  ausgelösten  Signalkaskaden  entsprechen  zu  einem  großen  Teil  denen  der
Neurotrophine (Takahashi 2001). So wurden beispielsweise in zentralen sensorischen
Neuronen Kooperationen zwischen GDNF und BDNF nachgewiesen, wobei diese als
„target-derived  neurotrophic  factors“  durch  simultanes  Wirken  am  Überleben  der
Nervenzellen teilhaben (Erickson et al. 2001). Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass  sich  die  GDNF-Familie  sowie  die  Neurotrophine  in  ihren  Wirkungen  auf  die
neuronale Entwicklung überlappen (Baloh et al. 2000).
1.4.3 Das Neurokin CNTF
CNTF  wurde  erstmals  durch  mehrere  Forschergruppen  als  löslicher  Faktor  mit
trophischer  Aktivität,  isoliert  aus  Geweben  embryonaler  Hühneraugen,  beschrieben
(Adler et al. 1979; Manthorpe et al. 1980).
Zusammen mit den Zytokinen Leukemia Inhibitory Factor (LIF) (Gearing et al. 1987),
IL-6 (Kishimoto et al. 1992), Interleukin-11 (IL-11) (Yang 1993), Cardiotrophin-1 (CT-1)
(Pennica et al. 1995), Oncostatin-M (OSM) (Rose und Bruce 1991), Cardiotrophin-Like
Cytokine (CLC) (Shi et al. 1999) und Neuropoietin (Derouet et al. 2004), gehört CNTF
zur Familie der Neurokine, welche vielfältige Funktionen ausüben. 
So  unterstützen  sie  beispielsweise  die  Differenzierung von Gliazellen  des  ZNS bei
gleichzeitiger  Inhibition  der  neuronalen  Differenzierung über  die  Januskinase-(JAK)/
Signal Transducers and Activators of Transcription-(STAT)-Signalkaskade (Bonni et al.
1997). Hughes und Mitarbeiter erkannten beispielsweise den induzierenden Effekt von
CNTF auf die in vitro Differenzierung der oligodendrozytären Vorläuferzellen O-2A  in
Typ-2-Astrozyten (Hughes et al. 1988). Auch Marmur et al. (1998) konnten bestätigen,
dass  CNTF  sowie  LIF  mit  großer  Wahrscheinlichkeit  als  Promotoren  zur
Differenzierung von oligodendrogliären Progenitoren beitragen.
Darüber hinaus sind die Neurokine an anderer Stelle aber auch für das Überleben von
Nervenzellen und deren Reparatur  in  vitro sowie  in  vivo zuständig.  So wirkt  CNTF
protektiv auf Neurone des Striatums und verhindert deren Apoptose, wie durch Saudou
und  Mitarbeiter  in  einem  Tiermodell  zu  der  Erbkrankheit  Chorea  Huntington  (HD)
gezeigt werden konnte (Saudou et al. 1998). 
Weiterhin beobachteten Ye und Houle (1997), dass CNTF die axonale Regeneration
sowie das Überleben von supraspinalen Nervenzellen nach Rückenmarksverletzungen
fördern  kann.  Außerdem  konnten  CNTF,  LIF  und  IL-6  in  der  Traumaforschung  als
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sogenannte „Überlebensfaktoren“ identifiziert werden, da sie das Überleben spinaler
Motoneurone nach Axotomie sicherstellen konnten (Helgren et al. 1994; Ikeda et al.
1996; Sendtner et al. 1990). Zudem konnten LIF und CNTF als wichtige Faktoren für
den Erhalt der Pluripotenz von ESC´s identifiziert werden (Conover et al. 1993; Metcalf
2003). Insgesamt wirkt  insbesondere CNTF als sog. „lesion factor“ und weniger als
„target-derived neurotrophic factor“ (Sendtner et al. 1990).
Im Zusammenspiel mit  NGF und bFGF fördert  CNTF außerdem die Differenzierung
von  sympathoadrenalen  Progenitorzelllinien,  wie  Ip  und  Mitarbeiter  herausstellen
konnten (Ip et al. 1994). 
Ihre  Wirkung  entfalten  die  Neurokine  durch  gemeinschaftliche  Bindung  an
Untereinheiten des Glykoprotein-130-Rezeptors (gp130-Rezeptor) bzw. an Leukemia-
Inhibitory-Factor-Receptor  β  (LIFR-β),  welche  als  Rezeptor-Tyrosinkinasen  die
Signaltransduktion sowohl über die JAK/STAT- als auch die Mitogen-aktivierte-Protein-
Kinase-(MAPK)-Kaskade  auslösen können (Heinrich  et  al.  1998;  Ihara  et  al.  1997;
Taga und Kishimoto 1997). 
CNTF hingegen bindet zuerst spezifisch an CNTF-Rezeptor-α  (CNTR-α), welcher mit
den Transmembranuntereinheiten von gp130 und LIFR-β zwecks Signaltransduktion
einen Komplex bildet  (Davis  et  al.  1993;  Ip et  al.  1992;  Stahl et  al.  1993).  Auf  die
gleiche Weise binden auch CLC und Neuropoietin (Derouet et al. 2004).
Im Gegensatz zu den Neurotrophinen ist das CNTF ein eher zytosolisches und kein
sekretorisches  Molekül  (Sendtner  et  al.  1991).  So  wird  CNTF v.a.  postnatal  durch
Schwann-Zellen und Typ-1-Astrozyten des PNS und ZNS sowie durch Neuronen des
Sehnerven  und  des  Bulbus  olfactorius  sezerniert,  und  weniger  durch  die
verschiedenen Zielgewebe (engl. target tissues) selbst (Sendtner et al. 1991; Stöckli et
al.  1991).  Darüber  hinaus  ist  der  Faktor  CNTF  weniger  stark  im  Rahmen  der
Embryonal- bzw. Fetalentwicklung des ZNS, mittels Northern Blot bzw. PCR-Analyse,
als CLC oder Neuropoietin detektierbar.  (Derouet et al. 2004; Sendtner et al.  1991;
Sendtner et al. 1994; Uemura et al. 2002).
Zusammenfassend  stellen  die  Neurokine  eine  Gruppe  mit  großem therapeutischen
Potenzial  im  Rahmen  degenerativer  Nervenerkrankungen  dar,  wobei  sich  v.a.  ihr
positiver Einfluss auf das Überleben von Motoneuronen als besonders relevant erweist.
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1.4.4 Wachstumsfaktoren
1.4.4.1 Die FGF-Familie
Das Polypeptid FGF-2 oder bFGF stellt  einen der prominentesten Vertreter aus der
Familie  der  Fibroblasten-Wachstumsfaktoren  dar.  Der  erste  FGF,  welcher  aus  dem
Gehirn und der Hypophyse von Rindern isoliert  wurde,  konnte im Jahr 1974 durch
Gospodarowicz beschrieben werden. Dem Forscher gelang es die mitogene Wirkung
des  Faktors  auf  die  DNA-Synthese  der  Fibroblastenzelllinie  3T3  nachzuweisen.
(Gospodarowicz 1974) 
In  weiteren  Experimenten  wurde  der  mitogene  Effekt  dieser  Faktoren  auf  weitere
Zellen der meso- sowie der neuroektodermalen Zelllinie verdeutlicht (Gospodarowicz et
al. 1987; Rifkin und Moscatelli 1989).
Insgesamt existieren 22 verschiedene Vertreter (17-34 kDa) innerhalb dieser Familie,
welche  in  den  verschiedensten  Organismen,  von  Fadenwürmern  bis  hin  zum
Menschen, ausgemacht werden konnten (Ornitz und Itoh 2001). Die Familie der FGF
zeigt ein ubiquitäres Verteilungsmuster,  so lassen sie sich sowohl in gesundem, als
auch  in  malignem  Gewebe  in  vitro sowie  in  vivo nachweisen,  wobei  die
Verteilungsmuster hier nicht übereinstimmen müssen (Lobb 1988). Quellen von FGF´s
in gesundem Gewebe sind u.a. neuronaler Natur, aber auch in Knorpel (Lobb 1988),
Knochen (Hauschka et al. 1986), Muskel (Kardami et al. 1985), Niere und Plazenta
(Gospodarowicz et al. 1987) lassen sich die Faktoren finden. Zudem konnten FGF´s in
vitro beispielsweise in Fibroblasten (Moscatelli et al. 1986), Makrophagen (Baird et al.
1985) und Granulosazellen (Neufeld et al. 1987) nachgewiesen werden.
Während  bFGF im postnatalen  und  adulten  Nervensystem eine  starke  Verbreitung
(Emoto et al. 1989; Ernfors et al. 1990; Grothe und Unsicker 1990; Grothe et al. 1991a;
Riva  und  Mocchetti  1991;  Weise  et  al.  1992)  zeigt,  unterliegt  der  Faktor  in  der
Embryonalentwicklung des Nervensystems Schwankungen in der Expression (Weise
et  al.  1993).  bFGF  lässt  sich  vor  allen  Dingen  mit  Abschluss  der  neuronalen
Proliferationsphase im PNS sowie im ZNS nachweisen, sodass der Faktor während der
Embryonalentwicklung eher noch als trophischer bzw. Differenzierungsfaktor anstelle
eines mitogenen Faktors angesehen werden kann (Weise et al. 1993).
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Die Fibroblastenwachstumsfaktoren gehören zu den Signalproteinen, welche, wie oben
angedeutet, zahlreiche Funktionen sowohl in der Embryonalentwicklung als auch im
adulten Organismus ausüben. 
So übernehmen FGF´s im Rahmen der embryonalen Entwicklung wichtige Aufgaben
bezüglich  Zellproliferation,  -differenzierung,  -migration  und  -überleben  und
beeinflussen maßgeblich die zelluläre Morphogenese. Dagegen besitzen die Faktoren
im adulten Organismus Effekte auf die Kontrolle des Nervensystems, die Wundheilung
und die Angiogenese. (Eswarakumar et al. 2005; Ornitz und Itoh 2001; Schnettler et al.
2003)
Besonders auf die Wirkung von bFGF auf Zellen des Nervensystems soll im Folgenden
vertieft eingegangen werden. 
So gelang es Togari et al. (1983) den positiven Effekt von bFGF auf das Wachstum von
Neuriten an PC12 Zellen  in vitro nachzuweisen. In weiteren Zellkultur-Experimenten
konnte gezeigt werden, dass bFGF auch am Überleben und der Differenzierung von
Neuronen aus Hippocampus (Walicke et al. 1986) und Kortex (Morrison et al. 1986)
sowie von Motoneuronen des Rückenmarks (Grothe et al. 1991b) maßgeblich beteiligt
ist. Auch Murphy und Mitarbeiter (Murphy et al. 1990) bestätigten den positiven Effekt
von bFGF auf die Proliferation und die Differenzierung neuronaler Präkursoren in vitro.
Darüber  hinaus  konnte  beobachtet  werden,  dass  bFGF  in  vivo womöglich  den
ontogenetischen Untergang von Nervenzellen des Ganglion ciliare verhindert (Dreyer
et al. 1989). Weiterhin ist bFGF in der Lage die Aktivität der Cholinacetyltransferase
(ChAT)  in  Neuronen  des  Rückenmarks  zu  steigern,  wie  Grothe  et  al.  (1991b)
herausfanden. Anderson und Mitarbeiter (Anderson et al. 1988) stellten den Beweis an,
dass  bFGF,  ähnlich  wie  NGF,  dazu  in  der  Lage  ist  den  Zelltod  von  cholinergen
Neuronen  nach  Axotomie  zu  reduzieren.  Des  Weiteren  wurde  eine  Förderung  von
Proliferation und Differenzierung durch FGF auch an Astrozyten (Morrison und de Vellis
1981) sowie Oligodendrozyten (Eccleston und Silberberg 1985) des ZNS beschrieben.
Ihre Wirkung vermitteln die FGF´s durch Bindung an Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK´s),
welche  somit  aktiviert  werden.  Diese  Rezeptoren  werden  als  „high-affinity  FGF-
receptors“ (FGFR1-FGFR4) bezeichnet (Givol und Yayon 1992; Jaye et al. 1992; Lee
et  al.  1989)  und binden die  verschiedenen Vertreter  der  FGF´s  mit  unterschiedlich
hoher Affinität (Mansukhani et al. 1992; Ornitz und Leder 1992; Partanen et al. 1991).
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Dabei  reguliert  u.a.  die  Spezifität,  mit  der  die  FGF´s an den Rezeptor  binden,  die
Aktivität des jeweiligen Faktors (Ornitz et al. 1996). 
Die  vier  RTK´s  bestehen typischerweise aus einer  extrazellulären Domäne,  welche
wiederum die  drei  immunglobulinähnlichen Domänen D1-3 umfasst  und an der  die
Bindung der Liganden stattfindet. Hinzu kommen eine Transmembrandomäne und eine
zytoplasmatische  Domäne,  welche  die  Tyrosinkinase  als  katalysierendes  Enzym
beherbergt. (Hunter 2000; Schlessinger 2000)
Durch die Aktivierung des Rezeptors kommt es in der Folge zur Phosphorylierung von
Signalproteinen, wie beispielsweise von  SH containing protein (Shc), Phospholipase-
Cγ  (PLCγ),  STAT1,  Gab1  (engl.  GRB2-associated-binding  protein  1)  sowie  FRS2α
(FGF-Rezeptor Substrat 2α), und damit zur Auslösung intrazellulärer Signalkaskaden.
Diese Kaskaden können sowohl Einfluss auf die Zellproliferation und -differenzierung,
als auch auf die Migration der Zellen und ihr Überleben haben (Eswarakumar et al.
2005).
Darüber hinaus binden FGF´s aber auch an sogenannte „low-affinity-receptors“, wie
Heparin oder Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG), welche jedoch kein intrazelluläres
Signal übertragen. Sie sind als Hilfsmoleküle beispielsweise an der Bindung von FGF´s
an den Rezeptor sowie dessen Aktivierung beteiligt (Lin et al. 1999; Ornitz et al. 1992;
Pantoliano et al. 1994; Spivak-Kroizman et al. 1994; Yayon et al. 1991).
1.4.4.2 Die EGF-Familie
EGF konnte erstmals durch Cohen und Mitarbeiter aus der Speicheldrüse der Maus
isoliert werden. In ihrem Experiment stellten die Forscher einen positiven Effekt von
EGF auf  den  epidermalen  Verhornungsprozess  im  Rahmen  der  Wundheilung  fest.
(Cohen und Elliott 1963)
Weitere  Vertreter  der  EGF-Familie  sind der  Transforming Growth  Factor-α (TGF-α)
(Derynck  et  al.  1984;  Lee  et  al.  1985),  der  Heparin-bindende  EGF-ähnliche
Wachstumsfaktor  (HB-EGF)  (Higashiyama  et  al.  1991;  Higashiyama  et  al.  1992),
Amphiregulin  (AR)  (Shoyab  et  al.  1988),  Betacellulin  (BTC)  (Shing  et  al.  1993),
Epiregulin  (EPR)  (Toyoda et  al.  1995)  sowie  Epigen (Strachan et  al.  2001).  Durch
Bindung an ihren Rezeptor zeigen die Faktoren eine Beteiligung am Überleben der
jeweiligen  Zielgewebe  sowie  an  Prozessen  der  zellulären  Proliferation  und
Differenzierung (Herbst 2004).
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Der  EGF-Rezeptor  (EGFR/ErbB-1)  repräsentiert  einen  Rezeptor  mit  intrinsischer
Tyrosinkinaseaktivität (RPTK), wie er in vielen Zellen mesenchymaler und epithelialer
Herkunft  exprimiert  wird  (Wells  1999).  Durch  Bindung  einer  der  oben  genannten
Liganden  kommt  es  zur  Aktivierung  der  Tyrosinkinase  mit  nachfolgender
Autophosphorylierung des Rezeptors sowie möglicher Effektormoleküle, was wiederum
zur  Einleitung intrazellulärer  Signalkaskaden,  wie  beispielsweise über  PLCγ,  MAPK
und STAT, führt (Tamama et al. 2006; Wells 1999; Wells et al. 1999). 
Die  biologischen  Antworten,  welche  aus  der  Signalübertragung  über  den  Rezeptor
entstehen,  können  als  pleiotrop  bezeichnet  werden.  Das  heißt  sie  können  sowohl
mitogen  als  auch  apoptotisch  wirken,  genauso  wie  differenzierend  und
dedifferenzierend, und somit an Motilität und Proteinsekretion der Zellen beteiligt sein.
(Wells 1999)
Durch die Expression von EGFR/ErbB-1 sind beispielsweise humane MSC´s für den
mitogenen Effekt  von EGF sehr empfänglich,  sodass dieser folglich für  die  ex vivo
Expansion von MSC´s genutzt wird (Tamama et al. 2006). Allerdings fanden Tamama
und Kollegen heraus, dass EGF allein, also in Abwesenheit anderer Faktoren, nicht in
der  Lage  war  eine  Differenzierung  von  MSC´s in  die  osteogene,  adipozytäre  oder
chondrogene Zelllinie zu induzieren (Tamama et  al.  2006).  Sodass ihre Ergebnisse
denen von Kratchmarova et al. (2005) entgegenstehen, welche im Rahmen von in vitro
Versuchen zeigen konnten, dass nach Zugabe von EGF die Differenzierung humaner
MSC´s in Richtung der osteogenen Zelllinie gefördert werden konnte.
In Hinblick auf die Entwicklung neuronaler Zellen werden die Ergebnisse von Tamama
et al. (2006) durch andere Arbeitsgruppen unterstützt (Anchan et al. 1991; Lillien und
Cepko  1992),  welche  einen  positiven  Effekt  von  EGF auf  die  in  vitro  Proliferation
neuroepithelialer  Zellen der Retina auch nur in Kombination des Faktors mit  TGF-α
bzw. FGF aufdecken konnten. Auch Richards und Mitarbeiter (Richards et al. 1992)
konnten der Kombination aus bFGF und EGF eine Rolle in der in vitro Proliferation und
Differenzierung neuraler Progenitoren zusprechen, wohingegen es unter EGF-Zugabe
allein zu weniger eindeutigen Ergebnissen kam, wie die Fluoreszenzmikroskopie bzgl.
der  Expression  von  Neurofilament  zeigte.  Aber  auch  hier  existieren  kontroverse
Ergebnisse. 
So fanden Tropepe et al. (1999) heraus, dass sowohl bFGF als auch EGF alleine die
Proliferation  von  NSC´s  mit  nachfolgender  Bildung  von  Neurosphären  auslösen
können. Ähnliche Resultate lieferten außerdem Angénieux und Mitarbeiter (Angénieux
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et  al.  2006),  indem  sie  EGF,  ähnlich  wie  bFGF,  als  potenten  neuronalen
Differenzierungsfaktor für retinale Stammzellen in vitro  identifizieren konnten. 
Unabhängig davon konnte der EGF-Familie und ihren Rezeptoren auch eine Rolle in
der  Differenzierung  und  Migration  von  Astrozyten  im  Rahmen  der  Hirnentwicklung
nachgewiesen werden (Burrows et al. 2000). 
Insgesamt erscheint eine weitere Erforschung der EGF-Familie als notwendig, um die
Wirkungen der Faktoren auf einzelne Zellpopulationen genauer zu evaluieren.
1.4.5 Antioxidative Substanzen
1.4.5.1 Edaravone
In  der  Folge  ischämischer  Hirnschäden  entstehen  freie  Radikale  durch  verstärkten
Kalziuminflux  in  neuronale  Zellen,  welche  zuvor  im  Rahmen  der  Schädigung  den
induzierenden Transmitter  Glutamat  ausgeschüttet  haben (Choi  1988;  Olney 1969).
Durch  die  Bindung  des  Glutamats  an  seine  Rezeptoren  kommt  es  zu  dem
beschriebenen  Kalziumeinstrom  und  zur  vermehrten  Bildung  von  ROS,  welche  zu
Degeneration und Zelltod beitragen (Choi 1988). Dabei geht die Gefahr freier Radikale
von  ihrer  Fähigkeit  der  Lipidperoxidation  aus,  im  Rahmen  derer  sie  mehrfach
ungesättigte Fettsäuren von Lipidmembranen angreifen und diese oxidativ schädigen
(Horton und Fairhurst 1987). 
Edaravone (Syn.  MCI-186,  3-Methyl-1-Phenyl-Pyrazolin-5-one) ist  ein Radikalfänger,
der im Rahmen von Hirnischämien die neuronale Schädigung reduzieren soll, indem er
mit  freien Radikalen aus der Gruppe der ROS, wie  Hyperoxid-Anionen (O2•ˉ)  oder
Hydroxyl-Radikalen (•OH), interagiert und Elektronen auf diese überträgt, um sie in ihre
stabilen  chemischen  Formen zu überführen (Yamamoto et  al.  1997;  Yoshida  et  al.
2006). Innerhalb dieses Vorgangs transformiert sich Edaravone selbst über mehrere
Zwischenschritte  zu  der  stabileren  Form  OPB  (engl.  2-oxo-3-(phenylhydrazono)-
butanoic acid) (Kawai et al.  1997; Yamamoto et al.  1996; Yoshida et al.  2006). Die
Wirkung von Edaravone ist hierbei vergleichbar mit der von Vitamin C und E, sodass
eine Kombination dieser Substanzen protektiv gegen aerobe Oxidationen eingesetzt
werden kann (Yamamoto et al. 1996; Yoshida et al. 2006). 
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Neuroprotektive  Wirkung  entfaltet  das  Edaravone  außerdem  durch  Regulation  von
Stickstoffmonoxid-(NO)-Synthasen.  So führt  Edaravone bei einer Hirnschädigung zu
einer  Steigerung  der  endothelialen  NO-Synthase (eNOS),  welche  protektiv  den
Blutfluss  erhält,  sowie  zu  einer  Senkung  der  induzierbaren  NO-Synthase  (iNOS),
welche im Rahmen inflammatorischer Stimuli  durch Makrophagen,  Neutrophile oder
Mikroglia gebildet wird und zu einer Gewebsverletzung beiträgt. (Andrew und Mayer
1999; Otani et al. 2005; Yoshida et al. 2006)
Weiterhin konnte in einem Tiermodell zum ischämischen Insult gezeigt werden, dass
Edaravone in der Lage ist sowohl die Produktion von O2•ˉ und •OH zu inhibieren, als
auch die Möglichkeit bietet das entstehende Hirnödem nach Insult zu reduzieren (Nishi
et al. 1989). 
Weitere  Arbeitsgruppen  konnten  im  Rahmen  von  in  vivo Versuchen  zeigen,  dass
Edaravone zudem den zeitlich verzögerten neuronalen Zelltod in Hippocampus und
Cortex,  induziert  durch   O2•ˉ  und  •OH  im  Rahmen  der  zerebralen  Ischämie,
unterdrücken  kann  und  somit  auch  den  zerebralen  Schaden  insgesamt  reduziert
(Mizuno et al.  1998; Yamamoto et al.  1997). Außerdem beobachteten Yasuoka und
Mitarbeiter (Yasuoka et al. 2004), dass, nach ischämischen Ereignissen, Edaravone in
der Lage ist zum Einen die Freisetzung von mitochondrialem Cytochrom c und zum
Anderen die Aktivierung der Caspase-3, als wichtige Faktoren der Apoptose, in Cortex
und Hippocampus zu inhibieren. 
Zudem kann auch die Aktivierung weiterer proapoptotischer Proteine bzw. Signalwege,
wie die der  c-Jun N-terminalen Kinasen (JNK) (Wen et al. 2006) oder die des P38-
Proteins (p38) (Niyaz et al. 2007; Wen et al. 2006), durch Edaravone geblockt werden.
Insgesamt konnten die Forscher so herausstellen, dass Edaravone den Untergang von
Nerven- und Gliazellen nach einer Ischämie verhindern kann (Yasuoka et al. 2004).
Ishii  et  al.  (2007)  beobachteten  außerdem  den  protektiven  Effekt  von  Edaravone
bezüglich  des  Überlebens  und  der  Differenzierung  von  NSC´s  in  vitro nach
Bestrahlung. 
Zeng und Mitarbeiter (Zeng et al. 2009) konnten in in vitro Experimenten nachweisen,
dass mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks der Ratte (rBMSC´s),  welche
mit  Edaravone  behandelt  wurden,  nicht  nur  neuronenähnliche  Gestalt  annahmen,
sondern  auch  elektrophysiologische  Charakteristiken  reifer  Neurone,  insbesondere
Ströme spannungsabhängiger  Kaliumkanäle,  aufzeigten.  Diese  Ergebnisse  konnten
später  auch durch die  Kombination  von Edaravone  mit  Zytokinen bestätigt  werden
(Zeng et al. 2011).
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Durch  seinen  neuroprotektiven  Effekt  bieten  sich  für  Edaravone  zahlreiche
Anwendungsgebiete, wie die Behandlung von akuten zerebralen Infarkten (Wu et al.
2006),  traumatischen  Hirnverletzungen  (Itoh  et  al.  2009),  Rückenmarksischämien
(Takahashi et al. 2004) oder des Morbus Parkinson (Yuan et al. 2008).
1.4.5.2 β-Mercaptoethanol
β-ME ist eine chemische Verbindung, die sowohl eine Hydroxyl- (-OH) als auch eine
Mercapto-  oder  Thiolgruppe  (-SH)  enthält,  und,  ähnlich  wie  das  Edaravone,  als
Radikalfänger wirken kann (Salnikow et al. 2000). 
Ishii und Mitarbeiter konnten im Rahmen von Zellkulturversuchen zeigen, dass β-ME in
einer Konzentration von 10-50 µM Viabilität und Differenzierung sowie das Wachstum
von  Neuriten  fetaler  Neurone  aus  dem  Hirn  der  Maus  unterstützt.  Die  Forscher
sprachen β-ME sogar eine trophische Aktivität zu. (Ishii et al. 1993)
Bereits in anderen Experimenten konnte die Kontrolle von β-ME und anderen Thiolen
über proliferative und wachstumsfördernde Prozesse in Lymphozyten und lymphoiden
Geweben festgestellt  werden (Broome und Jeng 1973; Ishii et al.  1981a; Ishii  et al.
1981b). 
Darüber hinaus zeigten Grill und Pixley durch short-term in vitro Versuche an ORN´s
(engl. olfactory receptor neurons) sowie embryonalen Neuronen des Hippocampus und
des Cortex, dass das Überleben dieser Zelltypen durch das Wachstum dieser in β-ME-
haltigem  Medium  unterstützt  werden  konnte,  was  sie  als  thiolspezifischen  Effekt
ausmachten. Weiterhin stellten sie die Hypothese auf, dass β-ME an der Aufnahme
von  Cystein  bzw.  Cystin  und  damit  akzessorisch  am  antioxidativen  System  von
Neuronen beteiligt sein könnte oder sogar als Reduzent auf direktem Wege oxidativen
Stress vermeidet. (Grill und Pixley 1993)
Auch Woodbury et  al.  (2000)  konnten beobachten,  dass mesenchymale Zellen des
Knochenmarks  (BMSC´s)  in  Anwesenheit  von  β-ME bzw.  DMSO neuronenähnliche
Morphologien annahmen und mit der Expression neuronaler Markerproteine, wie NSE
und Neurofilament, reagierten. In der Folge nutzten auch andere Forschungsgruppen,
wie  Tatard  und  Mitarbeiter  (Tatard  et  al.  2007),  β-ME in  Kombination  mit  weiteren
Differenzierungsfaktoren erfolgreich im Rahmen der  neuronalen Differenzierung von
MSC´s.
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1.4.6 Pharmaka
1.4.6.1 Valproinsäure
Im  Allgemeinen  wird  die  VPA  als  ein  Medikament  zur  Langzeitbehandlung  von
Epilepsien genutzt (Blaheta und Cinatl 2002; Carraz et al. 1964; Chapman et al. 1982).
Darüber  hinaus  gehört  VPA  auch  zur  Gruppe  der  Histondeacetylase-(HDAC)-
Inhibitoren,  deren  Aktivierung  folglich  zur  Hyperacetylierung  von  Histonen  führt
(Göttlicher  et  al.  2001),  welche  neben  der  DNA einen  weiteren  Bestandteil  des
Chromatins darstellen. Diese Funktion der VPA konnte in verschiedenen Zelllinien, wie
beispielsweise HEK293T, Neuro2A und F9 Zellen, nachgewiesen werden (Phiel et al.
2001). In den verschiedensten Tumorzelllinien zeigte sich zudem ein supprimierender
Effekt  von  VPA auf  das  Wachstum  und  das  Metastasierungsverhalten  sowie  ein
aktivierender  Einfluss  auf  die  Differenzierung  der  Tumorzellen  in  vitro und  in  vivo
(Blaheta und Cinatl 2002; Ciantl et al. 1997; Göttlicher et al. 2001). 
Weiterhin  wird  der  VPA durch  die  Aktivierung  der extrazellulären  signal-regulierten
Kinase (ERK) (Yuan et al. 2001) sowie durch die Inhibition proapoptotischer Faktoren
bzw. Proteine (Chen et al. 1999) eine neuroprotektive Wirkung zugesagt. 
Darauf Bezug nehmend konnten Hsieh und Mitarbeiter (Hsieh et al. 2004) mithilfe von
in vitro sowie in vivo Experimenten zeigen, dass VPA in der Lage ist die Differenzierung
neuraler  Progenitoren  des  adulten  Hippocampus  zu  induzieren.  Gleichzeitig
beobachteten sie,  dass  die  Differenzierung von Astro-  und Oligodendrozyten durch
VPA verhindert werden konnte. Die Forscher vermuteten, dass VPA diese Fähigkeiten
über  eine  Induktion  und  eine  damit  verbundene  Hochregulation  neuronaler
Transkriptionsfaktoren, wie NeuroD (engl.  Neurogenic Differentiation), ausübt. (Hsieh
et al. 2004)
Laeng  und  Mitarbeiter  (Laeng  et  al.  2004)  arbeiteten  zudem  das  Gen  Cyclin  D2,
welches an der Regulation des Zellzyklus beteiligt ist, als weiteren Angriffspunkt von
HDAC-Inhibitoren heraus. 
Auch Siebzehnrubl et al. (2007) konnten im Rahmen von in vitro Versuchen mit adulten
Präkursoren, welche der Subventrikularzone entstammten, eine Induktion der Zellen in
Richtung  der  neuronalen  Linie  durch  deren  Behandlung  mit  HDAC-Inhibitoren
beobachten. 
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Darüber  hinaus  fand  VPA  auch  im  Differenzierungsprotokoll  von  Tatard  und
Mitarbeitern Verwendung (Tatard et al. 2007). Der Forschungsgruppe gelang es unter
dem  Einfluss  von  VPA  sowie  einer  Reihe  weiterer  Faktoren,  aus  MSC´s
neuronenähnliche Zellen zu differenzieren, welche zudem dopaminerge Eigenschaften
zeigten (Tatard et al. 2007).
Insgesamt  scheint  die  modulierende  Wirkung  der  VPA  auf  die  neuronale
Differenzierung  von  Stamm-  und  Vorläuferzellen  ein  vielversprechender  Ansatz  im
Rahmen der Krebsforschung aber auch des „tissue engineering“ zu sein.
1.4.6.2 Forskolin
Das  Diterpen  Forskolin  lässt  sich  aus  den  Wurzeln  der  Pflanze  Coleus  forskohlii
extrahieren (Bhat et al. 1977). Der Stoff wird im Rahmen von Zellkulturversuchen zur
Steigerung  des  intrazellulären  Spiegels  an  cAMP,  durch  Aktivierung  der
Adenylylzyklase (AC), verwendet (Metzger  und Lindner 1981; Seamon et al. 1981).
Stoffe  mit  ähnlicher  Wirkung  sind  beispielsweise  IBMX oder  dbcAMP (Deng et  al.
2001). 
Im Jahr 1981 identifizierten Seamon und Mitarbieter (Seamon et al. 1981) Forskolin als
ubiquitären Aktivator eukaryotischer AC´s. Durch intrazelluläre Bindung von cAMP an
regulatorische Untereinheiten der Proteinkinase A (PKA) und der damit verbundenen
Aktivierung dieser, können zahlreiche Prozesse auf zellulärer Ebene vermittelt werden
(Brindle  und  Montminy  1992;  Harootunian  et  al.  1993).  Explizit  auf  Nervenzellen
bezogen seien hier exemplarisch das Wachstum neuronaler Fortsätze (Hernandez et
al.  1995)  sowie  die  Entstehung  neuer  Synapsen genannt  (Poser  und Storm 2001;
Weisskopf et al. 1994). 
Im  Rahmen  des  MAPK-Signalwegs  phosphoryliert  die  PKA das  Rap1  (engl.  Ras-
related  protein  1),  welches  dadurch  einen  Komplex  mit  dem  B-Raf  (engl.  rapidly
accelerated fibrosarcoma B-Protein) bildet, um wiederum über die Mitogen-aktivierten
Protein Kinase Kinasen 1/2 (MEK1/2),  die ERK 1/2 oder  MAPK zu aktivieren,  was
schlussendlich  die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Zellkern  in  Gang setzt
(Cobb 1999; Kim et al. 2005). Ein solcher Ablauf der Kaskade konnte beispielsweise in
PC12-Zellen nachgewiesen werden (Burgering et al. 1993).
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Darüber  hinaus  zeigt  Forskolin,  neben  seiner  Fähigkeit  der  AC-Aktivierung  mit
nachfolgender  Auslösung  der  Kaskade,  auch  Wechselwirkungen  mit
Glukosetransportern (Wadzinski et al. 1987) und bestimmten Ionenkanälen (Ono et al.
1995).
Auf der Grundlage zahlreicher Experimente konnte Forskolin auch eine Rolle in der
neuronalen Differenzierung von MSC´s zugeschrieben werden. 
So beobachteten Kim et al. (2005), dass Forskolin das Potenzial hat durch Aktivierung
des MAPK-Signalwegs in  humanen MSC´s sowohl  eine neuronale  Morphologie als
auch  die  Expression  neuronaler  Marker,  wie  die  von  NSE und  Neurofilament  200
(NF200),  zu  induzieren.  Um  ihre  Ergebnisse  zu  verifizieren  nutzten  die  Forscher
PD98059 (Syn.  2′-amino-3′-methoxyflavone), einen MAPK-Inhibitor mit dem Potenzial
die ERK zu blockieren. PD98059 führte in den behandelten Zellen zu einer Blockade,
der  durch  Forskolin  induzierten  Effekte  bezüglich  Zellmorphologie  und
Proteinexpression. Die Forscher konnten damit zeigen, dass der ERK eine bedeutende
Rolle im Rahmen der neuronalen Differenzierung von MSC´s zukommen muss. (Kim et
al. 2005) 
Ähnliche Ergebnisse lieferten zuvor auch Deng et al. (2001), die den MSC´s nach in
vitro Behandlung  mit  IBMX  und  dbcAMP ebenfalls  eine  neuronenähnliche  Gestalt
sowie  eine  erhöhte  Expression  von  NSE  und  Vimentin  zuschreiben  konnten.  Sie
vermuteten dabei eine Differenzierung der MSC´s in frühe neuronale Progenitoren, da
die  Expression  von  Markerproteinen  reifer  Neurone,  wie  die  von  MAP-2,  ausblieb
(Deng et al. 2001).
Jang und Mitarbeiter (Jang et al. 2010) nutzten für ihre  in vitro Experimente humane
mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe (hADSC´s), welche sie in der Folge mit
bFGF und Forskolin behandelten. Auch mit diesem Differenzierungsprotokoll ließ sich
eine neuronale Induktion der Stammzellen einleiten. Die differenzierten Zellen zeigten
verschiedene  Typen  neuronaler  und  glialer  Morphologien.  Zudem  kam  es  in  den
behandelten hADSC´s zu einem Anstieg sowohl von stammzelltypischen (Nestin) und
neuronalen (TuJ-1, MAP-2, Neurofilament-Light (NF-L), NF-M, NSE, NeuN), als auch
von astro- (GFAP) und oligodendrozytären Markerproteinen (2',3'-Cyclic-nucleotide-3'-
phosphodiesterase,  (CNPase)),  wie  immunozytochemische  Untersuchungen  zeigen
konnten.  Darüber  hinaus  ließen  sich  in  den  Zellen  nach  Differenzierung
spannungsabhängige  TTX-sensitive  Natrium-  und  auswärtsgerichtete  Kaliumströme
sowie  ein  negatives  Ruhemembranpotential  in  der  whole-cell  patch-clamp-
Untersuchung nachweisen. Diese Ergebnisse konnten die Wissenschaftler mittels RT-
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PCR bestätigen,  in  welcher  eine  erhöhte  Expression  von  Genen,  die  für  Natrium-
(SCN5A), Kalium- (Large-conductance calcium-activated potassium channel (MaxiK),
Kv4.2,  eather-a-go-go  Kanaltyp  2  (EAG2))  und  Kalziumkanäle  (CACNA1C  und
CACNA1G)  codieren,  festgestellt  werden  konnte.  Außerdem  konnten  mithilfe  des
Differenzierungsprotokolls  drei  Ionenkanal-codierende  Gene,  dazu  zählen  Naᵥ1.7,
Kv4.3  sowie  Eag1,  ganz  neu  induziert  werden,  was  eine  Differenzierung  der
Stammzellen  in  Richtung  der  neuronalen  Linie  wahrscheinlich  machte.  Jang  und
Kollegen stellten im Rahmen dieses Versuches zum Einen die Fähigkeiten von hADSC
´s bezüglich ihrer Selbsterneuerungskapazität sowie Multipotenz und zum Anderen die
Möglichkeit, mithilfe eines forskolinhaltigen Differenzierungsprotokolls, die Entwicklung
funktionsfähiger Neuronen aus Stammzellen zu fördern, heraus. (Jang et al. 2010)
1.4.6.3 JAK-Inhibitoren
Die Gruppe der JAK-Inhibitoren ist in der Lage durch Blockade der entsprechenden
Janus-Kinasen (JAK1-3,  TYK2)  den JAK-STAT-Signalweg zu unterbrechen,  welcher
einen wichtigen Baustein im Rahmen von Zellproliferation, -differenzierung, -migration
und -apoptose darstellt (Rawlings et al. 2004).
Normalerweise  kommt  es  durch  Bindung,  beispielsweise  von  Zytokinen,  an  ihren
Rezeptor durch Transphosphorylierung zu einer Aktivierung zytoplasmatischer Proteine
der JAK-Familie.  Durch diesen Vorgang entstehen am Rezeptor Bindungsstellen für
das  STAT-Protein,  dessen  Familie  7  Gene  umfasst  (STAT1-4,  5A,  5B,  6).  Durch
Bindung kommt es zur Phosphorylierung dieser durch die JAK-Kinasen. In der Folge
schließen sich immer zwei STAT´s zu einem Dimer zusammen, um im Anschluss im
Zellkern  die  Transkription  bestimmter  Gene  zu  induzieren.  (Aaronson  und  Horvath
2002)
Während  die  Janus-Kinasen  JAK1,  JAK2  und  die  Tyrosinkinase  TYK2  ein  nahezu
ubiquitäres Vorkommen zeigen, wird JAK3 v.a. in hämatopoetischen Zellen exprimiert
(Kawamura et al. 1994).
Nach heutigem Kenntnisstand könnten die Inhibitoren der JAK, vordergründig sei hier
der  JAK3-Inhibitor  genannt,  durch ihren immunsuppressiven Effekt  im Rahmen von
Krebs- oder inflammatorischen Erkrankungen (Kontzias et al. 2012; Kremer et al. 2009;
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Pesu  et  al.  2008)  sowie  im  Nachgang  an  Transplantationen  (Busque  et  al.  2009;
Changelian 2003; Kudlacz et al. 2004) genutzt werden.
Dezawa und Mitarbeiter (Dezawa et al. 2004) nutzten den JAK3-Inhibitor I (Syn. 4-(4'-
Hydroxyphenyl)amino-6,7-dimethoxyquinazoline; WHI-P131) erstmals in einem in vitro
Experiment zur neuronalen Differenzierung von MSC´s.  Sie beobachteten, dass die
Behandlung von MSC´s mit dem JAK-Inhibitor zu einer Herunterregulation von STATs
führte, was zudem eng mit der neuronalen Induktion der Zellen verknüpft war (Dezawa
et al. 2004). 
Darüber hinaus stellten Androutsellis-Theotokis et al. (2006) fest, dass die Behandlung
von  NSC´s,  aus  dem  ZNS  embryonaler  Mäuse,  mit  JAK-Inhibitoren,  welche  v.a.
modulierend auf den Notch-Signalweg der Stammzellen wirkten, das Überleben der
Zellen unterstützte. 
Bekräftigend wirken zudem die Versuchsergebnisse von Kim und Mitarbeitern (Kim et
al. 2011). Das Ziel der Wissenschaftler bestand darin Fibroblasten der Maus über eine
Reprogrammierung durch die Induktion von Oct4 (engl.  Octamer binding transcription
factor 4), SRY-box 2 (Sox2), Kruppel-like factor 4 (Klf4) und c-Myc (Myelocytomatose-
Protein  c),  in  funktionsfähige  neurale  Stamm-  bzw.  Progenitorzellen  (NPC´s)
transzudifferenzieren.  Im  Rahmen  dessen  nutzten  sie  den  JAK1-Inhibitor  zur
Blockierung des Signalwegs von JAK/STAT3, da dem STAT 3 ein limitierender Effekt
auf  die  pluripotente  Reprogrammierung  zugesprochen  wird  (Yang  et  al.  2010).  Es
zeigte  sich,  dass  durch  die  Behandlung  mit  dem  JAK-Inhibitor  keine  nachteiligen
Auswirkungen  auf  die  direkte  Transdifferenzierung  der  Fibroblasten  in  NPC´s
nachgewiesen werden konnten. (Kim et al. 2011)
Eine genaue Charakterisierung der JAK-Inhibitoren sowie ihre Rolle in der neuronalen
Differenzierung von Stammzellen bleibt insgesamt jedoch abzuwarten.
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Im  Folgenden  werden  die  für  unser  Experiment  relevanten  Wachstums-  und
Differenzierungsfaktoren inklusive ihrer Wirkungen noch einmal tabellarisch aufgelistet:
Faktoren/Substanzen/Pharmaka Wirkungen/Effekte
NGF -Proliferation und Differenzierung 
neuronaler Präkursoren
-Steigerung der Viabilität nozizeptiver 
sensorischer und sympathischer Neurone
-Förderung des Neuriten- und 
Dendritenwachstums 
-Förderung der elektrischen Erregbarkeit 
durch Steigerung der Natrium-, Kalium-, 
Kalziumkanalexpression
BDNF -Förderung des Axonwachstums
-Steigerung der elektrischen Erregbarkeit 
durch vermehrte Natrium- und 
Kalziumkanalexpression
-Regulation der synaptischen Aktivität
-Synergistische Wirkung mit GDNF
NT-3 -vermehrte Expression in unreifen ZNS-
Regionen mit Beteiligung an 
Proliferation/Migration/Differenzierung
-Minderung der elektrischen Erregbarkeit 
von Neuronen durch vermehrte  
Kaliumkanalexpression
GDNF -Förderung des Überlebens von 
dopaminergen Neuronen
-Verhinderung des neurotoxininduzierten 
Zelltods
-Steigerung der funktionellen Erholung
CNTF -Differenzierung von Gliazellen bei 
Inhibition der neuronalen Differenzierung 
-Bedeutung als „survival-“ und „lesion-
factor“ von Neuronen
-Erhalt der Pluripotenz von ESC´s
bFGF -mitogener sowie trophischer Faktor
-Förderung von Neuritenwachstum
-Steigerung von Überleben und 
Differenzierung von Neuronen/neuronalen
Präkursoren
-Verhinderung des ontogenetischen 
Zelluntergangs
-Steigerung der neuronalen ChAT-Aktivität
-Proliferation und Differenzierung von 
Gliazellen
56
Faktoren/Substanzen/Pharmaka Wirkungen/Effekte
EGF -mitogene Wirkung auf MSC´s
-Proliferation neuroepithelialer 
Retinazellen in Kombination mit FGF 
-Proliferation von NSC´s und 
Neurosphärenbildung
-Differenzierung/Migration von Astrozyten
Edaravone -neuroprotektive Wirkung als 
„Radikalfänger“
-Inhibition des neuronalen Zelltods sowie 
des Untergangs von Stammzellen nach 
schädigendem Ereignis
-Inhibition der Freisetzung 
proapoptotischer Faktoren
β-Mercaptoethanol -„Radikalfänger“/Antioxidans
-Förderung von Viabilität und 
Differenzierung von Neuronen
-Förderung des Neuritenwachstums
VPA -Histondeacetylaseinhibitor mit 
neuroprotektiver Wirkung
-Blockierung der Freisetzung 
proapoptotischer Faktoren
-Induktion der Differenzierung neuronaler 
Progenitoren
-neuronale Differenzierung von MSC´s 
(v.a. in dopaminerge Nervenzellen)
-Verhinderung der glialen Differenzierung
Forskolin -Steigerung des intrazellulären cAMP-
Spiegels
-Induktion neuronaler Differenzierung von 
MSC´s
JAK-Inhibitor -Förderung der neuronalen Induktion von 
MSC´s
-Förderung des Überlebens von NSC´s
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Tabelle 1:
Übersicht wichtiger neuronaler Wachstums-, Differenzierungsfaktoren und Pharmaka mit den zugehörigen Wirkungen
(zur ausführlichen Beschreibung inklusive Literaturnachweisen siehe Kapitel 1.4 Wachstums- und 
Differenzierungsfaktoren)
1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit
Im Rahmen dieser Arbeit soll der Frage nachgegangen werden, in wie weit es möglich
ist humane MSC´s  in vitro, welche zuvor aus Bohrmehl gewonnen werden konnten,
mithilfe  neuronaler  Induktionsmedien  in  Richtung  der  neuronalen  Zelllinie  zu
differenzieren.  Wurde der  Nachweis  einer  möglichen neuronalen Ausdifferenzierung
von  MSC´s  in  anderen  Arbeiten  vorwiegend  durch  die  immunhistochemische
Darstellung neuronaler Markerproteine erbracht, soll in dieser Arbeit vor allen Dingen
auf  die  Funktionalität  der  differenzierten  Zellen  durch  die  Untersuchung
neuronenspezifischer  spannungsabhängiger  Ionenkanäle  eingegangen  werden.
Hierbei sollen die folgenden Fragen Berücksichtigung finden:
► 1)  Lassen  sich  nach  erfolgter  Differenzierung  neuronentypische  
Ionenkanäle nachweisen,  welche  als  ein  Kriterium  der  potenziellen  
elektrischen Funktionalität der Zellen angenommen werden können?
► 2)  In wie  weit  hat  sich  das Expressionsmuster  für  diese Kanäle  in  den  
differenzierten Zellen, im Vergleich zu den undifferenzierten MSC´s, verändert?
►  3)  Gibt  es  Unterschiede  in  der  Kanalexpression  zwischen  den  
unterschiedlich ausdifferenzierten Zellen?
► 4)  Stimmen  morphologische  und  molekularbiologische  Ergebnisse  
miteinander überein?
Für  die Differenzierung der MSC´s werden drei  verschiedene Protokolle  eingesetzt,
welche  sich  durch  ihre  unterschiedliche  Zusammensetzung  an  biologischen  und
chemischen  Differenzierungsfaktoren  auszeichnen.  Dabei  fiel  die  Wahl,  nach
gründlicher Literaturrecherche und Sammlung von Erfahrungswerten durch Mitarbeiter
des Labors für experimentelle Unfallchirurgie (Gießen), auf die Protokolle von Tatard et
al.  (2007),  Dezawa et  al.  (2004) und Zeng et  al.  (2011),  wobei  Letztere durch uns
modifizierte  wurden.  Bezüglich  der  unterschiedlichen  Differenzierungsmöglichkeiten
sollen im Rahmen dieser Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:
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► 1) Lassen sich die Ergebnisse der Originalversuche in unserem Experiment 
reproduzieren?
► 2) Ergeben sich durch den Vergleich der drei Protokolle Vor- bzw. Nachteile 
für  eine  oder  mehrere  Vorgehensweisen?  Lässt  sich  also  ein  Protokoll  für  
weitere Differenzierungen bevorzugen oder ausschließen? Lässt sich eine Art  
„Idealprotokoll“ für die neuronale Ausdifferenzierung von MSC´s finden?
► 3) Welchen Einfluss nehmen die einzelnen Differenzierungsfaktoren auf die 
Morphologie der Zellen?
Die  Ergebnisse  dieser  Arbeit  sollen  dazu  beitragen  die  Forschung  im  Bereich  des
„tissue engineering“  von MSC´s voranzubringen und damit  eine Möglichkeit  für  die
Behandlung akuter  und chronisch neurodegenerativer  Erkrankungen sowie  nervaler
Traumata  durch  autologe  Transplantation  von  in  vitro ausdifferenzierten  MSC´s  zu
schaffen.  Von  besonderem  Interesse,  im  Sinne  unfallchirurgischer
Anwendungsgebiete,  stellt  sich  dabei  die  Therapie  peripherer  Nervenläsionen  dar.
Bisher konnte zwar eine  in vitro-Differenzierung von MSC´s in gliale Zellen erreicht
werden,  welche  das Axonwachstum von  Neuronen im Bereich  von Nervenläsionen
auch in vivo stimulieren konnten (Dezawa et al. 2001; Keilhoff et al. 2006; Mimura et al.
2004), eine direkte Implantation neuronal ausdifferenzierter Zellen in nervale Läsionen,
im Sinne einer Defektfüllung, wurde bisher jedoch nicht erprobt. Eine grundsätzliche
Voraussetzung für eine solche in vivo Anwendung könnten die Ergebnisse dieser Arbeit
liefern.
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2. Material
2.1 Geräte, Glas-, Plastik- und Verbrauchsware, Chemikalien, Positivkontrollen
Eine detaillierte Auflistung über verwendete Materialien findet sich im Anhang ab S.196
ff.
2.2 Primer
In Form von einzelsträngigen Oligonukleotiden sind Primer dazu in der Lage mit der
Einzelstrang-DNA  zu  hybridisieren,  um  in  der  Folge  der  DNA-Polymerase  als
Angriffspunkt für die Synthese eines komplementären neuen DNA-Stranges zu dienen.
Demnach fungieren Primer gewissermaßen als Bausteine auf molekularer Ebene. Die
Synthese des Komplementärstranges beginnt stets am 3´-OH-Ende des Primers und
folgt dann der Richtung des Matritzenstranges (3´→ 5´). Aufgrund dieser Eigenschaft
stellt  die  Anwesenheit  von  Primern  beispielsweise  ein  notwendiges  Kriterium  im
Rahmen  der  Vervielfältigung  spezifischer  DNA-Sequenzen  mittels  PCR  dar,  indem
Primerpaare gezielt  dazu genutzt  werden die  zu amplifizierenden Bereiche auf  der
DNA einzugrenzen.
Die Synthese der Primer wurde durch die Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg
durchgeführt.
Primer-
bezeichnung
Sequenz Länge des 
Produkts
Annealing
Temperatur
Acc.No
Mikroglobulin
sense
antisense
TCTCTCTTTCTGGCCTGGAG
CAACTTCAATGTCGGATGGA
135 
Basenpaare 
(bp)
59°C
NM_004048.2
Naᵥ1.1
sense
antisense
GACAGCATCAGGAGGAAAGG
GTTCTGCTATTTCGCCTTGG
137 bp 58°C NM_
001202435.1
Naᵥ1.2
sense
antisense
AGGTTTCCGTTTTTCCTTGG
CTTTGCTGCACCTCTGAAGC
151 bp 54°C NM_
001040142.1
Naᵥ1.6
sense
antisense
CGCCTTATGACCCAGGACTA
TTTGTTCTGCCTCCTCCAGT
190 bp 58°C
NM_014191.3
Naᵥ1.7
sense
antisense
TTCGGATAGTGAATACAGC
ATGAGAACCTCCGTACAC
167 bp 50°C
NM_002977.3
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Primer-
bezeichnung
Sequenz Länge des 
Produkts
Annealing
Temperatur
Acc.No.
Naᵥ1.8
sense
antisense
TATTTATTACGGTCACTATTTTG
AAAATCCTCTTGCCAGTATC
132 bp 55°C
NM_006514.2
Naᵥ1.9
sense
antisense
AAAAGTCAATGTGAAAGTGG
AGTGAATTGCTCTCAAACTC
182 bp 50°C
NM_014139.2
Kᵥ1.2
sense
antisense
TCCGGGATGAGAATGAAGAC
GGGTCTGTGAAGGAAGTGGA
100 bp 58°C
NM_004974.3
Kᵥ1.3
sense
antisense
TTCTCCTTCGAACTGCTGGT
CTCAGGATGGCCAGAGACAT
176 bp 59°C
NM_002232.4
Caᵥ1.2
sense
antisense
AGGACCCTACAGCAAACGGG
CCCCGCTCCCTTCTCCAAAT
122 bp 56°C NM_
001167625.1
2.3 Zellen
2.3.1 Humane mesenchymale Stammzellen
Die verwendeten humanen Stammzellen wurden aus „reaming debris“ gewonnen, wie
es im Rahmen intramedullärer Marknagelungen oder während des Fräsvorganges bei
der  Implantation  von  Totalendoprothesen  (TEP)  anfällt.  Im  Einklang  mit  dem
Ethikvotum  vom  13.01.2011/AZ.:02/11  durch  die  Ethikkommission  am  Fachbereich
Medizin in Gießen, wurden im Zuge der jeweiligen Operationen entsprechende Proben
durch  das  Operationsteam  der  Unfallchirurgie  am  Universitätsklinikum  Gießen-
Marburg,  Standort  Gießen,  entnommen  und  anschließend  dem  Labor  für
experimentelle  Unfallchirurgie zur  Verfügung gestellt.  Die  Spender  wurden vor  dem
Eingriff umfassend über die Entnahme aufgeklärt und stimmten dieser im Vorfeld zu.
Zur Verschlüsselung der Identität der Spender, erhielten diese in der Folge die Ziffern
der ihnen zugeordneten Zellkultur (ZK).
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Tabelle 2:
Übersicht  über  verwendete  Primer  inklusive  Primerbezeichnung,  -orientierung  und  -sequenz,  Produktlänge,
Annealing Temperatur und Accession Number (Acc.No.)
ZK Geburtsjahr Geschlecht Entnahmeort Diagnosen & Medikamente
57 1993 Männlich Humerus - Humerus-Fraktur
60 1937 Männlich Hüfte - Primäre Coxarthrose
- Diabetes mellitus Typ 2
- Nikotinabusus
- Arterielle Hypertonie
- Koronare Herzkrankheit (KHK) mit   
Zustand nach (Z.n.) Myokardinfarkt
- Asthma bronchiale
- Morbus Crohn
- MRSA-Infektion
68 1937 Männlich Linke Hüfte - Coxarthrose links
78 1929 Männlich Linke Hüfte - Luxation der Hüft-TEP links
- Hypothyreose 
  (Medikation: L-Thyroxin)
- Arterielle Hypertonie 
  (Medikation: Bisoprolol)
82 1970 Männlich Rechte Hüfte - Coxarthrose rechts
3. Methoden
3.1 Zellkultur
3.1.1 Isolierung und Kultivierung von MSC´s
Nach der  intraoperativen Gewinnung des Bohrmehls  wurde dieses in  ein  Tube mit
Bohrmehlzellmedium, bestehend aus Kaighn´s Modification of Ham´s F-12 Medium (F-
12K), 20% FBS E/S und Penicillin-Streptomycin, überführt. Das Bohrmehl wurde in der
Folge mit  25 ml  1x Phosphat  gepufferter  Saline (PBS) gespült.  Der Waschvorgang
wurde solange wiederholt bis das PBS optisch klar blieb. Im Anschluss wurde das Tube
erneut mit 20 ml Bohrmehlzellmedium aufgefüllt  und das Gemisch in eine 100 mm-
Gewebeschale (Wachstumsfläche: 78,5 cm²) ausgesät. 
Das Bohrmehl wurde daraufhin 1-2 Wochen bei 37°C und 6% Kohlenstoffdioxid (CO2)
im Brutschrank inkubiert  bis eine 100%ige Konfluenz der Zellen erreicht wurde. Ein
Wechsel des Mediums musste dabei alle 7 Tage erfolgen. 
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Tabelle 3
Spenderdaten in der Übersicht – ZK, Geburtsjahr, Geschlecht, Entnahmeort, Diagnosen & Medikamente
Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen durch Trypsinierung vom Boden der
Gewebeschale  abgelöst  und  in  eine  T-75  Zellkulturflasche  (Füllvolumen:  20-30  ml,
Wachstumsfläche: 75 cm²), welche 25 ml Bohrmehlzellmedium enthielt, ausgesät.
3.1.1.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen
1.Einfrieren:
Um die Zellen einzufrieren und damit für spätere Versuche nutzbar zu machen, wurden
diese zuerst mit Hilfe von 3 ml Trypsin vom Boden ihrer Zellkulturflasche abgelöst, das
Gemisch aus Zellen und Trypsin anschließend in 3 ml Bohrmehlzellmedium überführt
und der  Trypsinierungsvorgang somit  abgestoppt.  Es  folgte  eine Zentrifugation  des
Gemischs (1200 rounds per minute (rpm), 5 Minuten), in deren Folge der Überstand
dekantiert und die Zellen in 1 ml Einfriermedium, welches aus 90% FBS/ES und 10%
DMSO  bestand,  resuspensiert  wurden.  Daraufhin  wurden  die  im  Einfriermedium
befindlichen Zellen in ein Kryoröhrchen überführt und dieses über Nacht bei -80°C in
einer  Gefrierbox  gelagert.  Nach  24  Stunden  kam  es  zur  Überführung  des
Kryoröhrchens in den Stickstoffbehälter zur längerfristigen Lagerung.
2. Auftauen:
Nach der Herausnahme der Zellprobe aus dem Stickstoff, wurde das Aliquot 2 Minuten
in 37°C warmem Wasser aufgetaut. Danach wurden die Zellen in eine entsprechende
Zellkulturflasche mit 15 ml Bohrmehlzellmedium (37°C)  überführt und bei 37°C und 6%
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Abbildung 12:
Frisches Bohrmehl in 100 mm-Gewebeschale (Quelle: Laborinterne Fotografie).
CO2 inkubiert.  Bei  einer  möglichen  Konfluenz  der  Zellen  wurden  diese  vor
Versuchsbeginn noch einmal gesplittet.
3.1.2 Zellaussaat
Die für die Versuche verwendeten Zellen wurden auf Petrischalen der Firma Thermo
Scientific  Nunc,  mit  einem Durchmesser von 35 mm und in einer  Dichte von 2500
Zellen/cm², ausgesät.  Die  Wachstumsfläche  dieser  Schalen  wurde  mit  9,6  cm²
angegeben.
1. Trypsinierung:
Nach dem Abschütten des Mediums aus der Gewebekulturflasche, wurde diese mit 25
ml  1x  PBS  gespült.  Um  die  Zellen  vom  Boden  der  Flasche  abzulösen,  wurden
anschließend  2  ml  Trypsin  hinzugefügt  und  die  Flasche  für  ca.  10  Minuten  im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Der Erfolg des Ablöseprozesses wurde mit Hilfe eines
Lichtmikroskops optisch sichergestellt. Zum Abstoppen des Trypsins wurden 2 ml FBS
Gold  zugegeben  und  das  Gemisch  in  ein  frisches  Falcon-Tube  überführt.  Danach
erfolgte  die  Zentrifugation  bei  1200  rpm  für  5  Minuten.  Nach  Abpipettieren  des
Überstandes, wurde das Zellpellet mit 1 ml Bohrmehlzellmedium vermischt. 
2. Zellquantifizierung:
Zur  Zählung  der  Zellzahl  wurde  die  CASY®-Technologie  (CASY:  Cell  Counter  and
Analyser System) eingesetzt. Durch sein Mehrkanalsystem ist das Gerät in der Lage
über Messung des Widerstandes und Pulsflächenanalyse sowohl die Zellzahl, als auch
ihr  Volumen zu bestimmen.  Der  Erfassungsbereich  liegt  dabei  zwischen  1000  und
10.000 Zellen/ml, wobei die Zellzahl in 1x106 Zellen/ml angegeben wird. Zudem kann
das  Gerät  zwischen  vitalen  und  avitalen  Zellen  unterscheiden.  Als  notwendiges
Kriterium wird sich dabei die Membranintegrität der Zellen zu Nutze gemacht. Während
die intakte Membran lebender Zellen als elektrische Isolationsschicht wirkt, kann der
Strom hingegen durch die defekte Membran toter Zellen fließen und diese so detektiert
werden.
Im  Rahmen  des  Versuchs  wurde  das  CASY-Probenröhrchen  mit  der  isotonen,
isoosmotischen CASYTon-Lösung befüllt und 10 µl der Zellsuspension hinzugefügt. Die
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Verdünnung der Suspension betrug dabei 1:1000. Im Anschluss konnte die Zellzahl
direkt am Gerät abgelesen und notiert werden.
3. Aussaat:
Im  Anschluss  wurden  jeweils  drei  3  cm-Petrischalen  pro  ZK  mit  2,5  ml
Bohrmehlzellmedium befüllt und die Zellen aus der Suspension, nach Berechnung der
Aussaatmenge in µl (24.000/Zellzahl), hinzugefügt.
Um ein optimales Anwachsen der Zellen an den Boden der Schalen zu gewährleisten,
wurden diese für mindestens 24 Stunden bei 37°C und 6% CO2 inkubiert.
3.1.3 Neuronale Differenzierung
Nachdem die Zellen adäquat  an den Boden der  Petrischalen angewachsen waren,
konnte die neuronale Induktion der Stammzellen durchgeführt werden. Hierbei wurden
drei  verschiedene  Differenzierungsmedien  unterschiedlicher  Zusammensetzung  und
Länge verwendet. Bei den Medien handelte es sich um Protokolle, wie sie bereits in
ähnlicher Form im Rahmen der Experimente von Dezawa (Dezawa et al. 2004), Zeng
(Zeng et al. 2011) sowie von Tatard (Tatard et al. 2007) und Mitarbeitern Verwendung
fanden. 
Wobei  das Protokoll  von Zeng und Kollegen (Zeng et  al.  2011)  unsererseits  durch
Zugabe von Forskolin ab dem zweiten Differenzierungsschritt ergänzt wurde.
Durch  Erfahrungswerte,  welche  in  unserem  Labor  aufgrund  von  Vorversuchen  zur
neuronalen  Differenzierung  gewonnen  werden  konnten,  wurde  auch  das  Dezawa-
Protokoll (Dezawa et al. 2004) von uns insoweit modifiziert, als dass die Kultivierung
der Zellen in GDNF, im Gegensatz zum Originalprotokoll,  als zweiter Schritt  vor der
Induktion mit trophischen Faktoren vorgenommen wurde. Allerdings wurde hier keine
Modifikation  bezüglich  der  verwendeten  Differenzierungsfaktoren  oder  deren
Konzentrationen vorgenommen, sondern lediglich bezüglich der zeitlichen Abfolge der
Differenzierungsschritte.
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Nachfolgend  werden  die  Differenzierungsprotokolle  noch  einmal  überblickend
zusammengestellt:
1. Modifiziertes Differenzierungsprotokoll nach Dezawa:
Schritt Komponenten Zeitdauer
1) DMEM hg 
2 Tage10% FBS Gold
40 µg/ml JAK3-Inhibitor
2) DMEM hg
24 Stunden10% FBS Gold
50 ng/ml GDNF
3) DMEM hg
~7 Tage
10% FBS Gold
5 µM Forskolin
10 ng/ml bFGF
10 ng/ml CNTF
4) DMEM hg
~7 Tage
10% FBS
50 ng/ml NGF
50 ng/ml BDNF
2. Modifiziertes Differenzierungsprotokoll nach Zeng:
Schritt Komponenten Zeitdauer
1) DMEM hg
24 Stunden20% FBS Gold
10 ng/ml bFGF
2) DMEM hg
48 Stunden
20 µg/ml Edaravone
20 ng/ml EGF
20 ng/ml bFGF
4 µM Forskolin
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Tabelle 4:
Modifiziertes Differenzierungsprotokoll nach Dezawa et al. (2004)
Modifikationen wurden schwarz markiert.
Schritt Komponenten Zeitdauer
3) DMEM hg ~10 Tage
20 ng/ml BDNF
20 ng/ml NGF
4 µM Forskolin
3. Differenzierungsprotokoll nach Tatard:
Schritt Komponenten Zeitdauer
1) DMEM hg
24 Stunden20% FBS Gold
10 ng/ml bFGF
2) DMEM hg
48 Stunden1 mM β-ME
30 ng/ml NT-3
3) DMEM hg
3-7 Tage
100-200 µM BHA
25 mM KCl
2 mM VPA
1 µM Hydrocortison
30 ng/ml NT-3
50 ng/ml BDNF
10 ng/ml NGF
4 µM Forskolin
5 µM Insulin
Die drei  Protokolle  wurden mit  jeder  der  insgesamt  fünf  ZK´s  (57,  60,  68,  78,  82)
durchgeführt,  sodass  insgesamt  15  verschiedene  Versuchsreihen  gestartet  werden
konnten.  Als  Kontrollen  wurden  undifferenzierte  MSC´s  (plain)  derselben  fünf  ZK´s
verwendet,  welche  für  48  Stunden  in  3  cm-Gewebekulturschalen  mit
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Tabelle 6:
Differenzierungsprotokoll nach Tatard et al. (2007)
Tabelle 5:
Modifiziertes Differenzierungsprotokoll nach Zeng et al. (2011)
Modifikationen wurden schwarz markiert.
Bohrmehlzellmedium kultiviert wurden. Im Rahmen der Versuche wurden nur Zellen mit
den Passagen 1 (P1) oder 2 (P2) verwendet. Vor Beginn der eigentlichen Protokolle
wurden  die  Proben,  im  Anschluss  an  ihre  Aussaat,  für  24  Stunden  zunächst  in
Bohrmehlzellmedium kultiviert, um eine ausreichende Adhärenz zu gewährleisten.
Medienwechsel:
Je nach Protokoll erfolgte ein Medienwechsel alle 24-48 Stunden. Dabei wurde das
entsprechende  Medium,  bestehend  aus  den  oben  genannten  Einzelkomponenten,
frisch  angesetzt  und  den  Zellen  nach  Absaugen  des  alten  Mediums unter  sterilen
Bedingungen zugefügt. 
Dokumentation:
Im Zuge der Medienwechsel fand zusätzlich eine Begutachtung der Zellen unter dem
Phasenkontrastmikroskop  statt.  Die  Zellen  wurden  dabei  unter  4-,10-,  20-  und  32-
facher Vergrößerung auf ihre Adhärenz, Vitalität und Morphologie hin beurteilt und die
Ergebnisse im Verlauf notiert sowie fotografisch festgehalten. 
Lagerung:
Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37°C und 6% CO2. 
Ernten der Zellen:
Am Ende des jeweiligen Protokolls wurden die Zellen durch Trypsinierung geerntet und
mittels  Resuspension-Lysis-(RLT)-Puffer  lysiert  (s.u.).  Das  gewonnene  Lysat  wurde
entweder  direkt  im  Rahmen  der  RNA-Isolierung  weiterverwendet  oder  bei  -80°C
zwischengelagert und auf diese Weise konserviert.
3.2 Molekularbiologische Untersuchungen
3.2.1 RNA-Isolierung aus Zellkulturen
Die  RNA-Isolierung  wurde  mit  Hilfe  des  RNeasy® MiniKit  der  Firma  QIAGEN
durchgeführt. Im Rahmen dieses Verfahrens kommt es zunächst zur Bindung der RNA
an die Membran der herstellereigenen Säule. In der Folge wird die RNA mithilfe der
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Waschpuffer aufgereinigt und kann am Ende mittels Lösungspuffer aus der Membran
gewonnen werden.
1. Zellernten:
Im Zuge des Erntens der Zellen, wurden diese, nach Waschen mit 1 ml 1x PBS, mit
Hilfe von 0,5 ml Trypsin pro Schale und nachfolgender Inkubation im Brutschrank vom
Boden der Petrischale abgelöst. Der Fortschritt des Ablöseprozesses wurde mit Hilfe
des  Lichtmikroskops  beurteilt.  Nach  vollständiger  Ablösung  der  Zellen,  wurde  das
Trypsin durch Überführung der Suspension in 5 ml Bohrmehlzellmedium abgestoppt.
Daraufhin erfolgte die Zentrifugation des Gemischs bei 900 rpm für 5 Minuten. Der
Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und das so gewonnene Zellpellet mit 1 ml 1x
PBS vermischt und anschließend in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Danach erfolgte
erneut eine Zentrifugation bei 900 rpm für 5 Minuten mit nachfolgender Entfernung des
PBS und Zugabe von 600 µl RLT-Puffer.
2. RNA-Isolierung:
Die  Isolierung  der  RNA  erfolgte  gemäß  der  Arbeitsanweisung  des  Labors  für
experimentelle Unfallchirurgie (Gießen) zum RNeasy®  Minikit (Qiagen) wie folgt:
Nach  gründlicher  Durchmischung  wurde  das  zuvor  gewonnene  Lysat  in  eine
QIAShredder Säule überführt und für 2 Minuten bei Raumtemperatur (RT) und 14.000
rpm  zentrifugiert.  Danach  wurde  das  Lysat  mit  600  µl  70%igem  Ethanol  (EtOH)
vermischt.  Anschließend wurden 600 µl  des gefällten Lysats auf  eine RNeasy spin
column aufgetragen und die Säule bei RT und 8000 g für 15 Sekunden (s) zentrifugiert.
Die  RNA  konnte  durch  diesen  Vorgang  an  der  Silikat-Gel-Membran  der  Säule
absorbiert  werden, während die durchgetretene Flüssigkeit  als Durchfluss verworfen
wurde.  Im Anschluss wurde der Vorgang mit  dem restlichen Volumen des gefällten
Lysats (600 µl) wiederholt. Zum Waschen der Säule wurden im ersten Schritt 700 µl
ethanolhaltiges RNA-Waschpuffer (RW1-Puffer) hinzugegeben und die Säule daraufhin
erneut  zentrifugiert  (8000 g,  15 s,  RT).  Nachdem der  Durchfluss  verworfen wurde,
erfolgte  in  einem zweiten Schritt  die  Zugabe von 500 µl  RNA-Precipitating-Elution-
(RPE)-Puffer  und  wiederum  die  Zentrifugation  (8000  g  für  15  s,  RT)  mit
anschließendem  Verwerfen  des  Durchflusses.  Dieser  Schritt  wurde  in  der  Folge
wiederholt. Nach Überführen der Säule in ein frisches 2 ml Tube, schloss sich erneut
eine  Zentrifugation  (14.000  rpm,  1  Minute,  RT)  an,  um  die  Säule  von  der
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Restflüssigkeit zu befreien. Danach wurde die Säule in ein neues 1,5 ml Tube überführt
und zum Herauslösen der RNA aus der Säulenmembran 30 µl RNase-freies Wasser
mittig aufgetragen. Nach erfolgter Zentrifugation (8000 g, 15 s, RT) wurde das Eluat
erneut  aufgetragen  und  zentrifugiert.  Im  Anschluss  erfolgte  eine  photometrische
Bestimmung der RNA-Konzentration.
3.2.2 Messung der RNA-Konzentration im Spektrophotometer
Zur Quantifizierung der RNA wurde ein Spektrophotometer vom Typ NanoDrop® (ND-
1000)  verwendet.  Das  Konzept  dieser  photometrischen  RNA-Messung  folgt  dem
Lambert-Beerschen-Gesetz. 
Im Rahmen der  Messung wurde 1 µl  des  zuvor  gewonnenen RNA-Eluats auf  den
Messpunkt des NanoDrop aufgetragen und bei einer Wellenlänge von 260 nm gegen
einen Leerwert (Blank) gemessen. Als entsprechende Probe für den Leerwert diente 1
µl RNase-freies Wasser. 
Abschließend wurden sowohl  die RNA-Konzentration (ng/µl),  als  auch der  Quotient
A260/A280 notiert. 
3.2.3 Gewinnung von komplementärer DNA (cDNA) durch reverse Transkription
Für  die  Durchführung  der  reversen  Transkription  wurde  das  entsprechende
Quantitect® Kit der Firma QIAGEN verwendet.  Durch reverse Transkription wird die
zuvor  gewonnene  RNA in  cDNA umgeformt.  Die  cDNA dient  nachfolgend  in  der
qualitativen PCR als Vorlage (engl. template). 
Im ersten Schritt wurden jeweils 14 µl der Mischung 1 in speziellen dünnwandigen RT-
Gefäßen angesetzt.  Dieser ist  essenziell,  um möglicherweise existente genomische
DNA aus den Proben zu entfernen. 
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Dabei wurde folgendes Pipettierschema verwendet:
Komponenten Mengenangabe
RNA (µl) Variabel (bis zu 1 µg)
RNase-freies Wasser (µl) Variabel 
gDNA Wipeout Buffer (µl) 2 µl
Endvolumen (µl) 14 µl
Nach  der  Inkubation  der  Mischungen  (2  Minuten  bei  42°C),  erfolgte  die  sofortige
Kühlung der Proben mittels Eis. Nachfolgend erfolgte der Ansatz der Mastermixe (RT +
und RT -) für die reverse Transkription. Die Komponenten der Ansätze umfassten:
RT + Mix RT - Mix 
Komponenten 1x 1x
Quantiscript Reverse 
Transcriptase
1 µl -
Quantiscript RT Buffer (5x) 4 µl 4 µl
RT Primer Mix 1 µl 1 µl
RNase-freies Wasser - 1 µl
Die entsprechenden RT Mastermixe (je 6 µl) wurden in der Folge zu den jeweiligen
Proben, welche zur Eliminierung genomischer DNA angefertigt wurden und die RNA-
Vorlage enthielten (Mischung 1), hinzugegeben. Im Anschluss wurden die Proben bei
42°C für 30 Minuten inkubiert. Im letzten Schritt erfolgte eine weitere Inkubation (95°C
für 3 Minuten), um das Abstoppen der reversen Transkriptase zu erreichen.
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Tabelle 7:
Pipettierschema der Komponenten zur Elimination genomischer DNA (Mischung 1).  Quelle:  Arbeitsanweisung zu
Quantitect® Kit (Qiagen), Labor für experimentelle Unfallchirurgie (Gießen), Stand: 16.07.2009
Tabelle 8:
Pipettierschema  der  Komponenten  der  Mastermixe  für  die  Transkriptionsreaktion.  Quelle:  Arbeitsanweisung  zu
Quantitect® Kit (Qiagen), Labor für experimentelle Unfallchirurgie (Gießen), Stand: 16.07.2009
3.2.4 Durchführung einer Qualitativen PCR (Konventionelle PCR)
In vitro lassen sich mit Hilfe der PCR spezifische DNA-Fragmente vervielfachen (Mullis
et al. 1986; Saiki et al. 1988). 
Dabei  wird  der  DNA-Doppelstrang  im  ersten  Schritt  zunächst  durch  Denaturierung
aufgetrennt. Als Ausgangspunkt für die Synthese dienen im Rahmen der sogenannten
Hybridisierung  (Primer-Annealing)  die  Hydroxylgruppen  sequenzspezifischer
Oligonukleotide (Primer). Diese Primer finden zunächst die zu amplifizierenden DNA-
Sequenzen (Template) auf und lagern sich an ihre komplementären Enden an.  Die
Vermehrung derselben erfolgt durch eine DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) im Zuge
der Elongation (Amplifikation). Der Einzelstrang dient dem Enzym dabei als Matrize für
die Synthese des komplementären neuen Stranges. Die exponentielle Vervielfältigung
der Zielsequenz wird im Endeffekt durch zyklisches Durchlaufen der einzelnen Schritte
erreicht.
Die  PCR-Reaktionsansätze  wurden  mithilfe  des  PCR-Kits  für  AmpliTaq  Gold® der
Firma Applied Biosystems hergestellt und wie folgt pipettiert:
Konzentration Komponenten
1 µl cDNA
2,5 µl PCR Puffer II (10x)
2 µl MgCl2 (25 mM)
0,625 µl dNTPs (10 mM)
0,125 µl Amplitaq Gold Polymerase (5 U/µl)
0,625 µl Primer forward+reverse (20 µM)
Ad 25 µl Aqua ad iniectabilia (Aqua ad in.)
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Tabelle 9:
Pipettierschema der  PCR-Reaktionsansätze.  Quelle:  Arbeitsanweisung zu  AmpliTaq Gold® (Applied  Biosystems),
Labor für experimentelle Unfallchirurgie (Gießen), Stand: 10.07.2009
Anschließend  wurde  die  PCR,  unter  Zuhilfenahme  eines  Thermocyclers  mit
Heizdeckel, mit dem folgendem Programm ausgeführt:
Prozess Temperatur Dauer Zyklenzahl
Denaturierung vor 
dem 1. Zyklus
95°C 12 Minuten 1
Denaturierung 95°C 25 s
40
Annealing/
Hybridisierung
variabel
(primerspezifisch)
25 s
Elongation/
Amplifikation
72°C 25 s
Finale Elongation 72°C 7 Minuten 1
Evtl. Ruhephase 4°C >
3.2.5 Elektrophoretische Auftrennung der DNA mittels Agarosegel
Die  entstandenen  DNA-Amplifikate  lassen  sich  durch  die  Methode  der
Gelelektrophorese  optisch  nachweisen,  in  deren  Rahmen sie  durch  ihre  negativen
Ladungen in einem elektrischen Feld wandern und so ihrer Größe nach zerlegt werden
können. Als Trägersubstanz der Gele wird Agarose genutzt, ein Polysaccharid, das aus
Rotalgen  gewonnen  wird.  Im  Einzelnen  gliedert  sich  der  Ablauf  einer
Gelelektrophorese wie folgt:
Die einzelnen PCR-Ansätze wurden zunächst mit 4-5 µl Gelladepuffer (6x Gel Loading
Dye)  vermischt.  Daraufhin  wurde  ein  2%iges  Agarosegel  hergestellt,  indem  1,2  g
Agarosepulver  mit  60  ml  TRIS-Acetat-EDTA-(TAE)-Puffer  verkocht  wurden.  Nach
seiner  Polymerisierung,  konnte  das  Gel  in  die  mit  TAE-Puffer  befüllte
Elektrophoresenkammer eingebracht werden. In die Geltaschen wurden in der Folge 6
µl  PCR-Ansatz  bzw.  8  µl  100-Basenpaare-Marker  eingefüllt.  Durch  Anlegen  einer
konstanten  Spannung  von  110  V  für  ca.  1,25  Stunden  wurden  die  Amplifikate
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Abschluss dieses Vorgangs wurde das Gel für 30
Minuten in  einem lichtgeschützten Gefäß angefärbt,  welches eine Lösung aus 6 µl
SyBr®-Green  in  60  ml  TAE  enthielt.  Die  Bandenfärbung  wurde  mit  Hilfe  eines
Ultraviolett-(UV)-Transluminators visualisiert.
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Tabelle 10:
Verwendetes  PCR-Programm.  Quelle:  Arbeitsanweisung  zu  AmpliTaq  Gold®  (Applied  Biosystems),  Labor  für
experimentelle Unfallchirurgie (Gießen), Stand: 10.07.2009
4. Ergebnisse
4.1 Morphologische Beurteilung der Zellen mittels Phasenkontrastmikroskopie
Im Rahmen der Phasenkontrastmikroskopie wurden die Zellen in Intervallen zwischen
24-48  Stunden,  je  nach  Angaben  des  verwendeten  Protokolls,  optisch  beurteilt.
Kriterien, wie Adhärenz, Viabilität oder morphologische Veränderungen der Zellen in
der  Differenzierungsphase,  aber  auch  die  Beschaffenheit  des  Mediums  und  der
Petrischalen,  wurden  im  Verlauf  beurteilt.  Bei  der  Morphologie  wurde  besonderes
Augenmerk auf die Veränderungen an Somata und Fortsätzen der Zellen gelegt. Auch
der  Kontakt  der  Zellen  untereinander  war  Gegenstand  der  Beobachtungen.  In
Phasenkontrast  wurden  die  Zellen  unter  4-,  10-,  20-  und  32-facher  Vergrößerung
begutachtet. 
4.1.1 Undifferenzierte MSC´s
Bei den Zellen, welche als Positivkontrolle dienten, handelte es sich um heterogene
Kulturen von  MSC´s,  welche  zuvor  aus  Bohrmehl  gewonnen werden  konnten.  Die
entsprechenden Proben der  ZK´s  57  (P2),  60  (P2),  68  (P2),  78  (P2)  und  82 (P1)
wurden in je 3 Petrischalen pro ZK, angereichert mit Bohrmehlzellmedium, ausgesät
und bei 37°C und 6% CO2 für 48 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf dieser
Zeit  zeigten  die  Zellen  eine  gute  Adhärenz  an  den  Boden  der  Petrischalen.  Das
Medium war klar und wies nur wenig Sediment auf. 
Morphologisch ließen sich drei verschiedene Zellarten unterscheiden:
► 1)  Zum  Einen  zeigten  sich  fibroblastenartige  Zellen  mit  dünnen,
langgezogenen Zellkörpern (~25-50 µm, Abb. 13 A,C).
► 2) Andere Zellen wiesen dagegen eher flache und plumpe Zellkörper auf,
welche zudem größere Durchmesser (~100 µm) maßen als die Zellkörper aus
der ersten Zellpopulation (Abb.  13 B).  In ihren Zytoplasmen ließen sich des
öfteren mehrere Zellkerne ausmachen.
► 3) Darüber hinaus konnten auch kleine runde oder polygonale Zellen (Abb.
13 D) in der Kultur gefunden werden.
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4.1.2 Zelldifferenzierung nach Dezawa (modifiziert)
4.1.2.1 Schritt 1: DMEM hg, 10% FBS, 40 µg/ml JAK3-Inhibitor
Nach Zugabe von Medium 1 wurden die Zellen in einem Abstand von 48 Stunden unter
dem Phasenkontrastmikroskop begutachtet.
Morphologisch  zeigte  der  überwiegende  Anteil  der  Zellen  aller  ZK´s  eine
fibroblastenartige  Gestalt.  Darüber  hinaus  konnten  in  allen  ZK´s  bereits  Zellen  mit
neuronenähnlicher Morphologie festgestellt  werden (Abb. 14 A). Hierbei handelte es
sich einerseits um Zellen mit sternförmig ausgezogenen Zellkörpern, von denen zum
Teil lange Fortsätze ausgingen, wie etwa in den ZK´s 60, 78 und 82 beobachtet werden
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Abbildung 13:
Mesenchymale Stammzellen im undifferenzierten Zustand in vitro. 
A-D: Die Zellen wurden zuvor in Bohrmehlzellmedium kultiviert und nach erfolgter Adhärenz mikroskopisch begutachtet.
Neben größeren flächigen (Abb. 13 B), fielen insbesondere auch fibroblastigenartige (Abb. 13 A+C) sowie polygonale
Zellen auf (Abb.13 D). 
Die Pfeile deuten auf die jeweils im Bildtext beschriebenen unterschiedlichen Zellmorphologien.
konnte. In anderen Fällen, wie beispielsweise bei Zellen der ZK 68, schien sich das
Zytoplasma  hingegen  zusammenzuziehen,  sodass  die  Zellkörper  von  ihrem
Durchmesser her kleiner wirkten. Zudem wiesen diese kleinen Somata mehrere lange
Fortsätze auf, welche sich in der Peripherie bereits teilweise reich verzweigten. 
Ähnliche  Gestalt  zeigten  auch  die  Zellen  der  ZK 57,  deren  Morphologie  zwischen
fibroblasten- und neuronenartigen Zellen anzusiedeln war. Die Somata dieser Zellen
wirkten hingegen eher plump, wobei ihre Fortsätze sowohl in der Form, als auch im
Verzweigungsmuster einen diffusen und ungeordneten Eindruck machten. 
Insgesamt konnten als Zeichen des vermehrten Zellumsatzes in allen untersuchten ZK
´s größere Mengen an Sediment im klaren Medium ausgemacht werden. 
Zudem fanden sich v.a. in den Petrischalen der ZK 82 mehrere Ansammlungen toter
Zellen, welche sich vom Boden der Petrischale abgelöst hatten und in der Folge frei im
Medium flottierten.
4.1.2.2 Schritt 2: DMEM hg, 10% FBS, 50 ng/ml GDNF
Nach  24  Stunden  zeigten  die  Petrischalen  aller  ZK´s  unter  mikroskopischer
Begutachtung  klare  Medien  mit  viel  Sediment.  Dazu  konnten  in  der  ZK  78  frei
flottierende Komplexe toter Zellen beobachtet werden. 
Im überwiegenden Anteil stellten sich die Zellen der ZK´s 57, 60, 68 und 78 mit diffus
entwickelter  Gestalt  dar.  Neben fibroblastenähnlichen Zellen,  fanden sich zu einem
kleinen Teil  auch neuronal entwickelte Zellen mit  flächigen,  sternförmigen Perikarya
(Abb. 14 B).
In  der  ZK  82  imponierten  zudem  Zellen  mit  makrophagenähnlicher  Morphologie,
welche  durch  breite,  plumpe  Zellkörper  und  pseudopodienartige  Fortsätze
gekennzeichnet waren.
4.1.2.3 Schritt 3: DMEM hg, 10% FBS, 5 µM Forskolin, 10 ng/ml bFGF, 10 ng/ml
CNTF
Im Rahmen des dritten Schrittes des Protokolls erhielten alle ZK´s das entsprechende
Differenzierungsmedium für eine Zeitdauer von insgesamt 7 Tagen. Nach Beendigung
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dieses  Abschnittes,  zeigte  der  Großteil  der  Zellen  eine  deutlich  neuronenartige
Morphologie. 
In allen untersuchten ZK´s fanden sich zu einem Großteil neuronal differenzierte Zellen
in variabler Gestalt. Überwiegend waren dies große Zellen mit sternförmigen Somata
und baumartig verzweigten Fortsätzen (Abb. 14 C). 
Darüber  hinaus  ließen  sich  in  den  ZK´s  68  und  78  zusätzlich  Zellen  mit
pyramidenähnlichen  Zellkörpern  und  zwei  bis  drei  langen  fragilen  Ausläufern
beobachten.  Zellen  mit  fibroblastenartiger  Morphologie  wurden  deutlich  weniger
gesehen. Weiterhin fanden sich in der ZK 78 Zellen mit vesikelreichem Zytoplasma,
vermutlich als Ausdruck exozytotischer Aktivität. 
In  allen  Proben  erschien  das  Medium  zu  jedem  Zeitpunkt  klar  und  frei  von
Kontaminationen.  Während  sich  am  Boden  der  ZK  68  wenig  Sediment  sammelte,
zeigten dies die übrigen ZK´s (57, 60, 78, 82) umso mehr. 
4.1.2.4 Schritt 4: DMEM hg, 10% FBS, 50 ng/ml NGF, 50 ng/ml BDNF
Nach durchschnittlich  5  Tagen zeigte der  Großteil  der  Zellen  aller  ZK´s unter  dem
letzten Differenzierungsmedium das optisch beste Ergebnis. Dabei wurden v.a. in den
ZK´s 60, 68, 78 und 82 vielgestaltig ausdifferenzierte Zellen neuronaler Morphologie
beobachtet. In diesem Zusammenhang zeigte die Mehrheit der Zellen plumpe, flächige
Somata mit  sternförmigen Ausziehungen,  von denen sich mehrere Fortsätze in  der
Peripherie  baumartig  verzweigten  und  mit  den  Fortsätzen  ähnlicher  Zellen
netzwerkartige Strukturen ausbildeten (Abb. 14 D). Diese Verknüpfungen der Fortsätze
verschiedener  Zellen  konnten  hauptsächlich  in  der  ZK  68  optisch  nachgewiesen
werden.  Einen  weiteren  Typus  ausdifferenzierter  Zellen  repräsentierten  solche  mit
schlanker  Gestalt.  Diese  Zellen  zeichneten  sich  durch  ein  pyramidenförmiges
Perikaryon  aus,  von  welchem  sich  lange,  dünne  Fortsätze  an  den  jeweils
gegenüberliegenden Zellpolen abzweigten. Teilweise zeigten diese Zellen vergrößerte
Zellkerne. Vermehrt waren diese Zellen in den ZK´s 68 und 82 zu finden. 
Zudem wurden auch Zellen mit diffuser Differenzierung in allen ZK´s beobachtet. 
Als  charakteristisch  für  die  ZK  57  konnten  kleine  rundliche,  zum Teil  sternförmige
Zellen  ausgemacht  werden,  deren  fragile  kurze  Fortsätze  dennoch  reiche
Verzweigungen aufwiesen.
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Die Medien aller Proben wurden zu jedem Zeitpunkt als klar beurteilt. Im Gegensatz zu
den anderen ZK´s, fiel die ZK 78 unter Medium 4 durch ihren erhöhten Anteil an toten,
vom Boden losgelösten Zellen auf.
4.1.3 Zelldifferenzierung nach Zeng (modifiziert)
4.1.3.1 Schritt 1: DMEM hg, 20% FBS, 10 ng/ml bFGF
Alle  untersuchten  Kulturen  wiesen  nach  24  Stunden  unter  Medium  1  eine  gute
Adhärenz an den Schalenboden auf. 
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Abbildung 14:
Differenzierte MSC´s nach modifiziertem Dezawa-Protokoll in vitro.
A: Nach 48 Stunden unter dem ersten Differenzierungsmedium zeigten die Zellen überwiegend noch fibroblastenartige
bzw. mesenchymale Gestalt, dennoch konnten bereits Zellen mit schlanken Somata und dünnen Fortsätzen beobachtet
werden. B: 24 Stunden nach Zugabe des zweiten Mediums kam es zu einer Zunahme von Zellen mit neuronaler Optik. C:
Unter Medium 3 zeigten sich vermehrt Zellen mit flächigen sternförmigen Perikarya und reich verzweigten Fortsätzen. D:
Die Zellen unter Medium 4 zeichneten sich durch kompakte Somata und eine komplexe Aborisation der dünnen Fortsätze
aus.
In  allen  ZK´s  fanden  sich  überwiegend  Zellen  mit  fibroblastenartiger  Morphologie.
Dabei zeigte ein Teil der Zellen der ZK 78 eine Volumenzunahme ihrer Zellkörper mit
Ausbildung  von  Fortsätzen.  Eine  Differenzierung  der  Zellen  in  Richtung  einer
bestimmten  Zelllinie  wurde  jedoch  nicht  erkannt,  da  verschiedene  Morphologien
innerhalb  dieser  Kultur  parallel  auftraten.  So  konnten  Zellen  mit  rundlichen  oder
länglichen  Somata mit  sowohl  flächiger,  als  auch schlanker  Silhouette  ausgemacht
werden, welche zum Teil Fortsätze mit peripherer Verzweigung ausbildeten. 
In den ZK´s 57, 60, 68 und 82 fanden sich bereits vereinzelt neuronenähnliche Zellen,
welche sich entweder durch ihre flächigen sternförmigen oder pyramidalen Zellkörper
auszeichneten (Abb. 15 A). Auch hier konnten lange verzweigte Zellfortsätze, welche
zumeist an den apikalen und basalen Zellpolen lokalisiert waren, gesehen werden. 
In allen Proben fand sich nach Ablauf der 24 Stunden klares Medium und vermehrt
Sediment am Schalenboden.
4.1.3.2 Schritt 2: DMEM hg, 20 µg/ml Edaravone, 20 ng/ml EGF, 20 ng/ml bFGF, 
4 µM Forskolin
Nach 48 Stunden unter  Medium 2 konnte  in  den Proben aller  ZK´s  ein  deutlicher
Entwicklungsfortschritt gesehen werden. 
Insgesamt fanden sich nur noch wenige Zellen mit fibroblastenähnlicher Morphologie,
wie beispielsweise in der ZK 68. Vielmehr befand sich der Großteil der Zellen (ZK 57,
60,  78,  82)  optisch  in  einem  Übergangsstadium  zwischen  fibroblastärem  und
neuronalem Aussehen oder zeigte bereits einen eindeutig neuronalen Phänotyp. Dabei
traten zahlreiche Morphologien in Erscheinung (Abb. 15 B). 
In der ZK 60 traten insbesondere zwei verschiedene Zelltypen auf. Zum Einen fanden
sich Zellen mit großen, flächigen Perikarya und kurzen, aber kräftigen Fortsätzen. Zum
Anderen  wurden  auch  Zellen  mit  sternförmigen  Zellkörpern  und  langen,  fragil
wirkenden  Ausläufern  beobachtet,  welche  durch  ihre  peripher  netzwerkartige
Verzweigung in Erscheinung traten.  Darüber hinaus zeigten sich in  dieser  ZK aber
auch dedifferenzierte Zellen ohne definierbare Form. 
Der überwiegende Anteil in den ZK´s 57, 78 und 82 wurde von Zellen mit pyramidalen
Zellkörpern ausgemacht,  von welchen in der Regel drei lange Fortsätze ausgingen.
Außerdem wurden an diesen Fortsätzen sogenannte Wachstumskegel,  als  Zeichen
aussprossender Axone, sichtbar (Abb. 15 C). 
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Am Boden aller  Petrischalen  fand  sich  am Ende des  zweiten  Schrittes  nur  wenig
Sediment. Die Medien aller Proben waren stets als klar zu beschreiben.
4.1.3.3 Schritt 3: DMEM hg, 20 ng/ml BDNF, 20 ng/ml NGF, 4 µM Forskolin
Durchschnittlich wurden die Proben aller ZK´s für 8 Tage unter Medium 3 differenziert.
Hierdurch konnte für einen Großteil der Zellen die Entwicklung hin zu einem neuronal
aussehenden Zelltyp erreicht werden. 
Das optisch beste Ergebnis konnte für die Zellen der ZK 78 erreicht werden, welche im
Folgenden repräsentativ für alle ZK´s beschrieben werden. Kennzeichnend für diese
Zellen  waren  ihre  fadenförmigen,  schlanken  Somata,  von  welchen  lange,  dünne
Fortsätze ausgingen, die wiederum eine große Anzahl an Wachstumskegeln aufwiesen
(Abb. 15 D, E, F). Darüber hinaus wurde auch die Bildung netzwerkartiger Strukturen
beobachtet,  an welchen mehrere Zellen eben genannter Art  beteiligt  waren. Solche
Gebilde konnten auch in der ZK 60 gesehen werden. Einen weiteren, wenn auch in
seiner  Anzahl  geringeren  Zelltyp,  stellten  kleine  sternförmige  Zellen  dar,  welche
teilweise reich verzweigte Fortsätze aufwiesen. Eine dreidimensionale Struktur wurde
diesen Zellen durch die Retraktion ihres Zytoplasmas verliehen. 
Auffällig für alle ZK´s war die starke Konfluenz der sich differenzierenden Zellen gegen
Ende  des  Protokolls.  Bei  klarem  Medium  konnten,  als  Zeichen  vermehrten
Zellumsatzes,  größere Mengen an Sediment am Schalenboden aller  ZK´s gesehen
werden. 
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4.1.4 Zelldifferenzierung nach Tatard
4.1.4.1 Schritt 1: DMEM hg, 20% FBS, 10 ng/ml bFGF
Die Differenzierungsdauer  unter  Medium 1 betrug 24 Stunden.  Zu jedem Zeitpunkt
waren die Medien aller Proben klar und die Zellen zeigten eine adäquate Adhärenz.
Während in  den ZK´s  57,  68,  78 und 82 viel  Sediment  am Schalenboden entfernt
werden musste, war dies in der ZK 60 umso weniger vorhanden. 
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Abbildung 15:
Differenzierte MSC´s nach modifiziertem Zeng-Protokoll in vitro.
A: Der Großteil der Zellen zeigte nach dem ersten Differenzierungsmedium unverändert eine fibroblastenähnliche oder
mesenchymale  Morphologie.  Vereinzelt  wurden  schon  Zellen  mit  pyramidalen  Zellkörpern  und  längeren  Fortsätzen
beobachtet.  B: Nach Medium 2 ließen sich vermehrt neuronal geformte Zellen finden, deren Somata pyramidal oder
stellar konfiguiert waren.  C: Die zum Teil bereits langen Zellfortsätze unter Medium 2 zeigten terminale Aufzweigungen
sowie Wachstumskegel. D, E, F: Ausdifferenzierte Zellen zeichneten sich durch eindeutige neuronale Morphologien aus.
Von  den  kleinen  pyramidalen  oder  sternförmigen  Zellkörpern  zweigten  sich  lange  Fortsätze  ab,  welche  weitere
Aufgabelungen in der Peripherie bildeten. 
Der morphologisch vorherrschende Zelltyp konnte in allen ZK´s als fibroblastenartig
beschrieben  werden.  Die  länglichen  Zellkörper  dieser  Zellen  zeigten  nur  wenige
Zytoplasmaausziehungen (Abb. 16 A). 
In den ZK´s 68 und 78 präsentierten sich zudem Zellen diffuser Gestalt mit scharfkantig
augezogenen Zellkörpern.
4.1.4.2 Schritt 2: DMEM hg, 1 mM β-ME, 30 ng/ml NT-3 
Die  mikroskopische  Beurteilung  der  Proben  erfolgte  nach  48  Stunden  unter  dem
zweiten Differenzierungsmedium. 
Dabei fiel auf, dass die Zellen der ZK´s 57, 60, 68 und 78 innerhalb dieser kurzen
Zeitspanne ein homogenes Bild an bereits neuronenähnlichen Zellen abgaben. Diese
Zellen zeichneten sich durch ihre pyramidalen Zellkörper und die davon abzweigenden
lang geschwungenen Fortsätze aus, die sich aber im Verlauf nicht weiter verzweigten
(Abb.  16  B).  In  der  ZK  78  traten  zudem vereinzelt  auch  Zellen  mit  sternförmigen
Zytoplasmaausziehungen  auf,  deren  Ausläufer  baumartige  Verzweigungsmuster
bildeten. Darüber hinaus kamen aber auch viele diffus differenzierte Zellen mit abnorm
geformten  Zellkörpern  und  diskontinuierlich  verlaufenden  Fortsätzen  vor,  wie
beispielsweise in der ZK 57. 
Eine Ausnahme bildete die ZK 82, in welcher die Zellen vermehrt ihre fibroblastäre
Gestalt beibehielten. Die Petrischalen dieser ZK wiesen zudem vermehrt Sediment im
klaren Medium auf, während sich nur wenig Sediment in den Schalen aller anderen ZK
´s fand.
4.1.4.3  Schritt  3:  DMEM hg,  100-200  µM BHA,  25  mM KCl,  2  mM VPA,  1  µM
Hydrocortison, 30 ng/ml NT-3, 50 ng/ml BDNF, 10 ng/ml NGF, 4 µM Forskolin, 5
µM Insulin
Im  Laufe  der  Zelldifferenzierung  unter  Schritt  3  wurde  das  toxische  Potenzial  des
Differenzierungsmediums  offensichtlich.  Bereits  nach  24  Stunden  unter  diesem
Medium zeigten sich in  den Proben aller  ZK´s apoptotische Zellen,  welche sich im
Verbund  vom  Boden  der  Petrischalen  ablösten  und  als  Ansammlungen  kleiner
kugeliger Zellen frei im Medium flottierten. Die Zellen, welche dem Boden der Schale
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noch  anhafteten  imponierten  mit  unnatürlich  geformten  Somata  und  fragilen
diskontinuierlichen  Zellfortsätzen  (Abb.  16  C,  D).  Es  konnte  im  Rahmen  von
Verlaufsbeobachtungen  festgestellt  werden,  dass  der  Zellschaden  an  Stellen  ohne
konfluenten Zellrasen am größten war.
Lediglich die ZK´s 82 und 60 konnten, neben geschädigten Zellen, auch solche mit
neuronenähnlicher Morphologie aufweisen. Diese Zellen waren zumeist durch einen
pyramidalen,  seltener  auch  sternförmigen  Zellkörper  und  lange  reich  verzweigte
Fortsätze charakterisiert.  In  der  ZK 60  zeigte  sich  optisch  zudem die  Bildung  von
Zellnetzwerken.
Im  weiteren  Versuchsverlauf  wurde  das  Originalprotokoll  nach  Tatard  insoweit
modifiziert,  als  dass  nach  Ablauf  der  ersten  48  Stunden  im  Rahmen  des
Mediumwechsels  auf  die  Zugabe  von  VPA  sowie  BHA  verzichtet  wurde.  Die
Konzentration der  anderen Differenzierungsfaktoren wurde unverändert  beibehalten.
Nach dieser Modifizierung wurden die Zellen im Schnitt weitere 5 Tage kultiviert. Fand
sich in den Medien zuvor vermehrt abgelöstes totes Zellmaterial, so konnte dies nach
Modifikation  reduziert  werden.  Die  Medien aller  Schalen waren dabei  kontinuierlich
klar.  Des  Weiteren  führte  die  Abänderung  des  Protokolls  zu  einer  raschen
Regeneration  der  geschädigten  und  zu  einer  weiteren  Differenzierung  der  bereits
neuronenähnlichen  Zellen.  Es  konnte  beobachtet  werden,  dass  die  Mehrheit  der
ausdifferenzierten  Zellen  aller  ZK´s  durch  pyramidale  bis  sternförmige  Somata  mit
zusammengezogenem Zytoplasma charakterisiert war, von denen aus mehrere lange
Fortsätze  in  der  Peripherie  reiche  Verzweigungen  bildeten  (Abb.  16  E,  F).  Auch
pyramidale Zellen mit kürzeren plumpen Ausläufern konnten beschrieben werden, wie
beispielsweise in den ZK´s 57 und 78. An Stellen mit konfluentem Zellrasen, wie in den
ZK´s 60 und 82, stellten dennoch die fibroblastenähnlichen Zellen gegen Ende den
zahlenmäßig vorherrschenden Zelltyp dar. 
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4.1.5 Überblickende Darstellung der morphologischen Ergebnisse
Insgesamt konnte mit Hilfe der Phasenkontrastmikroskopie gezeigt werden, dass nach
Abschluss aller drei Differenzierungsprotokolle Zellen neuronalen Phänotyps in allen
ZK´s  in  Erscheinung  traten,  deren  Anzahl  die  der  fibroblastenartigen  bzw.
undifferenzierten Zellen überstieg.
Vergleichend  zu  den  Zellen,  welche  nach  dem  modifizierten  Dezawa-Protokoll
ausdifferenziert  wurden  (~50  µm),  zeichneten  sich  die  differenzierten  Zellen  nach
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Abbildung 16:
Differenzierte MSC´s nach dem Tatard-Protokoll in vitro.
A:  Unter Medium 1 verblieb die Mehrheit der Zellen in ihrer ursprünglich fibroblastenähnlichen/mesenchymalen Gestalt.
Teilweise  konnte  bereits  eine  Verschmälerung  der  Zellkörper  und  die  Bildung  von  zytoplamatischen  Ausziehungen
beobachtet werden. B: Nach Abschluss von Medium 2 fiel der Großteil der Zellen durch die Ausbildung einer neuronalen
Morphologie auf.  Die Somata dieser Zellen stellten sich zumeist  pyramidal  bis  scharfkantig und mit  geschwungenen
Zellfortsätzen  dar.  C,  D: Geschädigte  Zellen  nach  24-stündiger  Inkubation  mit  Differenzierungsmedium  3.  Auffällig
erscheinen zudem die größeren Mengen an Sediment und totem Zellmaterial im Medium. E, F: Ausdifferenzierte Zellen
nach Abschluss des dritten Differenzierungsmediums (nach Modifikation). Die Zellen zeichneten sich u.a. durch schlanke
pyramidale Zellkörper und lange verzweigte Neuriten aus.
modifiziertem Zeng-  und Tatard-Protokoll  durch deutlich  kleinere  Durchmesser  ihrer
Zellkörper aus (~10-25 µm). Zudem erschienen die flächigen Zellen des modifizierten
Dezawa-Protokolls vermehrt als plumpe sternförmige Zellen, deren Fortsätze zum Teil
baumartige  Verzweigungsmuster  aufwiesen.  Dahingegen  waren  die  Zellen,  welche
nach  dem  modifizierten  Zeng-Protokoll  differenziert  wurden,  zumeist  durch
pyramidenförmige  Zellkörper  mit  überwiegend  drei  langen  geschwungenen
Zellfortsätzen charakterisiert. 
In  ungefähr  der  gleichen Anzahl  konnten die beiden oben genannten Zelltypen am
Ende des Tatard-Protokolls nachgewiesen werden. Besonderes Augenmerk bei diesem
Protokoll  lag zudem auf  seiner potenziell  zellschädigenden Wirkung ab dem dritten
Differenzierungsschritt, in dessen Verlauf sich die Zellen nach der „Alles-oder-Nichts-
Regel“  entwickelten.  Eine  Regeneration  der  geschädigten  Zellen  konnte  durch
Elimination der Komponenten VPA und BHA aus Medium 3 erreicht werden.
Darüber hinaus scheint  auch der JAK3-Inhibitor,  wie er  in Medium 1 nach Dezawa
(modifiziert)  enthalten  ist,  einen  Stressfaktor  für  die  sich  entwickelnden  Zellen
darzustellen.  So  zeigten  v.a.  die  Zellen  der  ZK  57  nach  Beendigung  des  ersten
Differenzierungsmediums diffuse Morphologien, welche nicht einem bestimmten Zelltyp
zuzuordnen waren und damit Ausdruck toxischen Stresses gewesen sein könnten.
1. Differenzierung nach Dezawa (modifiziert):
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Adhärenz ++ ++ ++ ++
Proliferation + o + +
Neuronale
Morphologie
(+) (+) + ++
Beschaffenheit
des Mediums
(+) (+) (+) +
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Tabelle 11:
Auswertung des Differenzierungsprotokolls nach Dezawa (modifiziert)
Legende:  Adhärenz:  +  +  (adäquat  angewachsene  Zellen),  +  (mäßig  angewachsene  Zellen),  -  (keine  Adhärenz
erfolgt).  Proliferation:  ++  (rege  Zellproliferation),  +  (mäßige  Zellproliferation),  -  (keine  Proliferation),  o  (keine
Veränderung  bzgl.  der  Proliferation  zum  vorherigen  Schritt).  Neuronale  Morphologie:  ++  (stark  ausgeprägte
neuronale Gestalt), + (mäßig ausgeprägte neuronale Gestalt), (+) (wenig ausgeprägte neuronale Gestalt), - (keine
neuronale Gestalt). Beschaffenheit des Mediums: ++ (klares Medium, wenig Sediment), + (klares Medium, vermehrt
Sediment), (+) (klares Medium, vermehrt Sediment und tote Zellen), - (verunreinigtes Medium)
2. Differenzierung nach Zeng (modifiziert):
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Adhärenz ++ ++ ++
Proliferation + o ++
Neuronale
Morphologie
-/(+) + ++
Beschaffenheit des 
Mediums
+ ++ +
3. Differenzierung nach Tatard:
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 3 
(Nach Modifikation)
Adhärenz ++ ++ + +
Proliferation + o - o
Neuronale
Morphologie
- ++ (+) +
Beschaffenheit 
des Mediums
+ + (+) +
4.2 PCR und gelelektrophoretische Analyse
Die PCR für die entsprechenden Primerpaare wurde sowohl mit den undifferenzierten
MSC´s, welche als Kontrolle fungierten, als auch mit den nach den drei verschiedenen
Protokollen ausdifferenzierten Zellen aller fünf ZK´s (57, 60, 68, 78, 82) durchgeführt.
Als Positivkontrolle der Primer diente cDNA der Zelllinie SH-SY5Y in einer Verdünnung
mit Aqua ad in. von 1:10. Eine Ausnahme dabei stellte das Primerpaar von Naᵥ1.8 dar,
bei welchem cDNA aus Hodengewebe in einer Verdünnung von 1:2 mit Aqua ad in. als
Positivkontrolle  fungierte.  Bei  allen  PCR´s  wurde  reines  Aqua  ad  in.  als
Negativkontrolle verwendet.
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Tabelle 13:
Auswertung des Differenzierungsprotokolls nach Tatard
Legende: siehe Tabelle 11
Tabelle 12:
Auswertung des Differenzierungsprotokolls nach Zeng (modifiziert)
Legende: siehe Tabelle 11
4.2.1 β2-Mikroglobulin
Das Protein β2-Mikroglobulin (Mg) ist Teil des Major-Histocompatibility-Complex (MHC)
der Klasse I und zählt zu den sogenannten Haushaltsgenen, welche weder von der Art
der Zelle oder deren Entwicklungsstadium noch von extrinsischen Faktoren beeinflusst
werden.  Aufgrund dieser Eigenschaft  dient  das Primerpaar von  β2-Mikroglobulin  im
Rahmen dieser PCR als Positivkontrolle.
Mg wurde sowohl von den undifferenzierten MSC´s als auch von den differenzierten
MSC´s aller ZK´s exprimiert. 
Damit konnte die Grundvoraussetzung für die Durchführung der PCR mit spezifischen
Primern,  welche  spannungsabhängige  Natrium-,  Kalium-  und  Kalziumkanäle
markieren, gesetzt werden.
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Abbildung 17:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Mg (135 bp)
4.2.2 Naᵥ1.1
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Die Ergebnisse der PCR zeigten, dass Naᵥ1.1 in den ZK´s 57, 60, 78 und 82 exprimiert
wurde. Lediglich die ZK 68 zeigte keine Expression von Naᵥ1.1.
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Nach Abschluss des Differenzierungsprotokolls, konnten in der PCR für die ZK´s 57, 78
und 82 positive Banden für Naᵥ1.1 festgestellt werden. 
Der Kanal war hingegen in den Zellen der ZK 60 nicht mehr detektierbar, obwohl die
undifferenzierten MSC´s derselben ZK Naᵥ1.1 zuvor exprimierten. 
Auch in der ZK 68 konnte der Kanal mittels PCR nicht nachgewiesen werden, wobei
die undifferenzierten MSC´s dieser ZK den Kanal ebenso wenig zeigten.
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Nach Ausdifferenzierung der Zellen wurde Naᵥ1.1 lediglich in der ZK 82 exprimiert. 
Alle anderen ZK´s zeigten ein negatives Expressionsmuster für diesen Kanal, obwohl
auch  die  Zellen  der  ZK´s  57,  60  und  78  eine  Expression  des  Kanals  im
undifferenzierten Zustand gezeigt hatten.
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Abbildung 18:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Naᵥ1.1 (137 bp)
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Naᵥ1.1 konnte in den Zellen der ZK´s 57, 60 und 78 durch positive Banden in der PCR
nachgewiesen werden. 
Wohingegen die ZK´s 68 und 82 den Kanal nicht exprimierten. Undifferenzierte MSC´s
der ZK 82 waren zuvor positiv für Naᵥ1.1 gewesen.
4.2.3 Naᵥ1.2
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Die Expression von Naᵥ1.2 konnte in allen ZK´s nachgewiesen werden.
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Für den Kanal Naᵥ1.2 zeigten sich in der PCR Banden in den ZK´s 57, 60, 68 und 78.
Lediglich  die  Zellen  der  ZK  82  exprimierten  den  Kanal  nicht,  obwohl  sie  im
undifferenzierten Zustand noch positiv für Naᵥ1.2 waren.
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Abbildung 19:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Naᵥ1.2 (151 bp)
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Alle  ZK´s zeigten nach ihrer  Ausdifferenzierung ein positives Expressionsmuster für
Naᵥ1.2.
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Nach Beendigung des Tatard-Protokolls wiesen die ZK´s 57, 60, 78 und 82 Naᵥ1.2 in
der PCR auf, wobei die ZK 82 eine eher schwach ausgeprägte Bande für diesen Kanal
zeigte. Die Zellen der ZK 68 zeigten keine Expression des Kanals. Undifferenzierte
MSC´s der ZK 68 waren zuvor positiv auf Naᵥ1.2 getestet worden.
4.2.4 Naᵥ1.6
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Alle Proben exprimierten Naᵥ1.6 in der PCR.
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Im Anschluss an das Differenzierungsprotokoll zeigten, mit Ausnahme der ZK 60, alle
Proben ein positives Expressionsmuster für Naᵥ1.6. Undifferenzierte Zellen der ZK 60
wiesen im Vorfeld ebenfalls eine positive Bande für diesen Kanal auf.
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Abbildung 20:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Naᵥ1.6 (190 bp)
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Genau  wie  bei  den  undifferenzierten  MSC´s  fiel  die  PCR  des  Kanals  nach
Zelldifferenzierung ebenfalls positiv für alle Proben aus.
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Die Zellen der ZK´s 57,  60,  78 und 82 exprimierten Naᵥ1.6 in  gleicher Stärke.  Die
Zellen der ZK 68 waren gänzlich negativ für Naᵥ1.6, obwohl die undifferenzierten MSC
´s dieser ZK den Kanal zuvor exprimierten.
4.2.5 Naᵥ1.7
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Alle ZK´s exprimierten Naᵥ1.7 in der PCR mit gleicher Stärke.
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Bis auf die ZK 82, exprimierten alle Proben (ZK 57, 60, 68 und 78) Naᵥ1.7 nach ihrer
Ausdifferenzierung. 
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Abbildung 21:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Naᵥ1.7 (167 bp)
Anzumerken ist, dass auch die undifferenzierten MSC´s der ZK 82 zuvor ein positives
Expressionsmuster für diesen Kanal in der PCR zeigten.
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Der Kanal Naᵥ1.7 konnte in allen ZK´s mittels PCR nachgewiesen werden.
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Eine positive Expression für Naᵥ1.7 zeigte sich in den Proben der ZK´s 57, 60, 78 und
82. Lediglich in der ZK 68 konnte der Kanal nicht nachgewiesen werden, obwohl er
zuvor im undifferenzierten Zustand vorhanden war.
4.2.6 Naᵥ1.8
Als Positivkontrolle für das Primerpaar von Naᵥ1.8 fungierte cDNA aus Hodengewebe
mit einer Verdünnung von 1:2.
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Keine der Proben zeigte eine positive Expression für Naᵥ1.8.
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Abbildung 22:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Naᵥ1.8 (132 bp)
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Auch nach Beendigung des Protokolls exprimierte keine Probe den Kanal Naᵥ1.8 in der
PCR.
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Das  Differenzierungsprotokoll  bewirkte  keine  Expression  von  Naᵥ1.8  in  einer  der
untersuchten ZK´s.
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Keine der untersuchten ZK´s exprimierte den Kanal Naᵥ1.8.
4.2.7 Naᵥ1.9
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Lediglich in der ZK 60 wurde Naᵥ1.9 exprimiert. Alle anderen Proben blieben in der
PCR negativ auf diesen Kanal.
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Abbildung 23:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Naᵥ1.9 (182 bp)
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Bis  auf  die  Zellen  der  ZK  57,  zeigten  alle  anderen  ZK´s  ein  positives
Expressionsmuster  für  Naᵥ1.9.  Wobei  anzumerken  ist,  dass  die  ZK  57  bereits  im
undifferenzierten Zustand negative PCR-Ergebnisse für diesen Kanal zeigte.
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Nach Ausdifferenzierung wurde Naᵥ1.9 in allen ZK´s exprimiert.
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Die Proben der ZK´s 57, 60, 78 und 82 waren in der PCR positiv für Naᵥ1.9. 
Wohingegen die ZK 68 keine Expression des Kanals zeigte, wobei diese aber bereits
im undifferenzierten Zustand schon nicht bestand.
4.2.8 Kᵥ1.2
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Bis auf die Zellen der ZK 57, zeigten alle anderen verwendeten Proben ein positives
Expressionsmuster für diesen Kanal.
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Abbildung 24:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Kᵥ1.2 (100 bp)
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Nach Differenzierung erfolgte eine Expression von Kᵥ1.2 in den Proben der ZK´s 60
und 68, wohingegen alle anderen Proben in der PCR negativ für diesen Kanal blieben. 
Zu bemerken ist,  dass,  bis auf die ZK 57, alle anderen Proben zuvor ein positives
Expressionsmuster für Kᵥ1.2 im undifferenzierten Zustand aufwiesen.
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Keine der untersuchten ZK´s exprimierte den Kanal Kᵥ1.2 im Rahmen der PCR.
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Kᵥ1.2 wurde lediglich von der ZK 78 exprimiert. Alle anderen Proben waren in der PCR
negativ auf diesen Kanal.
4.2.9 Kᵥ1.3
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Abbildung 25:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Kᵥ1.3 (176 bp)
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Kᵥ1.3 wurde von den Proben ZK 68, 78 und 82 exprimiert. Dahingegen zeigten die ZK
´s 57 und 60 diese Expression nicht.
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Die  Expression  von  Kᵥ1.3  war  in  allen  untersuchten  Proben  negativ,  obwohl
undifferenzierte MSC´s der ZK´s 68, 78 und 82 zuvor positiv auf Kᵥ1.3 getestet worden
waren.
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Alle Proben zeigten nach Differenzierung ein negatives Expressionsmuster für Kᵥ1.3.
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Nach Abschluss des Protokolls exprimierte lediglich die ZK 78 Kᵥ1.3 in der PCR. Alle
anderen Proben blieben hingegen negativ für diesen Kanal.
4.2.10 Caᵥ1.2
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Abbildung 26:
Gelelektrophoretische Darstellung der Expression von Caᵥ1.2 (122 bp)
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Caᵥ1.2 konnte in allen untersuchten ZK´s mittels PCR detektiert werden.
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Nach  Beendigung  des  Protokolls  reagierten  alle  Proben  auf  Caᵥ1.2  mit  positiven
Banden  in  der  PCR,  mit  Ausnahme  der  ZK  60.  Caᵥ1.2  hatte  zuvor  in  den
undifferenzierten MSC´s der ZK 60 noch eine positive Expression gezeigt.
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Im Rahmen der PCR wurde Caᵥ1.2 von den Zellen aller ZK´s exprimiert.
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Während die Proben der  ZK´s 57,  60,  78 und 82 mit  starken Banden in der PCR
reagierten, blieb die Expression von Caᵥ1.2 in den Zellen der ZK 68 aus, obwohl diese
den Kanal im undifferenzierten Zustand noch exprimierten.
4.2.11 Überblickende Darstellung der molekularbiologischen Ergebnisse
Im Folgenden werden die Ergebnisse von PCR und Gelelektrophorese überblickend
dargestellt:
1. Undifferenzierte MSC´s (plain):
Mg Naᵥ1.1 Naᵥ1.2 Naᵥ1.6 Naᵥ1.7 Naᵥ1.8 Naᵥ1.9 Kᵥ1.2 Kᵥ1.3 Caᵥ1.2
ZK 82 + + + + + - - + + +
ZK 78 + + + + + - - + + +
ZK 68 + - + + + - - + + +
ZK 60 + + + + + - + + - +
ZK 57 + + + + + - - - - +
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Tabelle 14:
Ergebnisse von PCR und Gelelektrophorese – Undifferenzierte MSC´s (plain)
2. Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert):
Mg Naᵥ1.1 Naᵥ1.2 Naᵥ1.6 Naᵥ1.7 Naᵥ1.8 Naᵥ1.9 Kᵥ1.2 Kᵥ1.3 Caᵥ1.2
ZK 82 + + - + - - + - - +
ZK 78 + + + + + - + - - +
ZK 68 + - + + + - + + - +
ZK 60 + - + - + - + + - -
ZK 57 + + + + + - - - - +
3. Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert):
Mg Naᵥ1.1 Naᵥ1.2 Naᵥ1.6 Naᵥ1.7 Naᵥ1.8 Naᵥ1.9 Kᵥ1.2 Kᵥ1.3 Caᵥ1.2
ZK 82 + + + + + - + - - +
ZK 78 + - + + + - + - - +
ZK 68 + - + + + - + - - +
ZK 60 + - + + + - + - - +
ZK 57 + - + + + - + - - +
4. Differenzierte MSC´s nach Tatard:
Mg Naᵥ1.1 Naᵥ1.2 Naᵥ1.6 Naᵥ1.7 Naᵥ1.8 Naᵥ1.9 Kᵥ1.2 Kᵥ1.3 Caᵥ1.2
ZK 82 + - (+) + + - + - - +
ZK 78 + + + + + - + + + +
ZK 68 + - - - - - - - - -
ZK 60 + + + + + - + - - +
ZK 57 + + + + + - + - - +
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Tabelle 15:
Ergebnisse von PCR und Gelelektrophorese – Differenzierte MSC´s nach Dezawa (modifiziert)
Tabelle 16:
Ergebnisse von PCR und Gelelektrophorese – Differenzierte MSC´s nach Zeng (modifiziert)
Tabelle 17:
Ergebnisse von PCR und Gelelektrophorese – Differenzierte MSC´s nach Tatard
5. Diskussion
5.1 Klinische Anwendungen neuronal differenzierter MSC´s
Durch  ihr  hohes  Differenzierungspotenzial  stellen  MSC´s  einen  Zelltyp  intensiver
Forschung  dar.  Dies  wird  vor  allen  Dingen  durch  ihre  Fähigkeit  begründet  sich
aufgrund ihrer  Multipotenz in  Zellen  aller  drei  Keimblätter  differenzieren zu können
(Wenisch et al. 2006; Wenisch et al. 2005). Damit sind sie auch im Rahmen des „tissue
engineering“ vielseitig einsetzbar. In den vergangenen Jahren konnte, durch mehrere
voneinander  unabhängige  Forschungsgruppen,  offensichtlich  auch  eine  in  vitro
Differenzierung der MSC´s in Richtung der neuronalen Zelllinie erreicht werden. Damit
könnten  neuronal  differenzierte  MSC´s  Anwendung im Rahmen neurodegenerativer
und  akuter  zerebraler  Erkrankungen  sowie  von  Traumata  finden.  So  konnten
diesbezüglich bereits in zahlreichen Tierversuchen Erfolge verzeichnet werden. 
Im Rahmen von tierexperimentellen Studien zu zerebralen Ischämien bei der adulten
Ratte, konnten Liu und Mitarbeiter (Liu et al. 2008), nach venöser Injektion von MSC´s,
einen positiven Effekt  der Zellen auf  die axonale Aussprossung von Neuronen des
kontralateralen kortikospinalen Traktes beobachten, wodurch eine neuerliche nervale
Versorgung geschädigter Areale erreicht werden konnte. Die Wissenschaftler konnten
damit  zeigen,  dass  MSC´s  möglicherweise  an  der  funktionellen  Regeneration
ischämisch geschädigter Hirn- bzw. Rückenmarksgebiete beteiligt sein könnten (Liu et
al. 2008).
Auch  Esneault  et  al.  (2008)  beschrieben  den  Einfluss  von  MSC´s  in  kombinierter
Anwendung  mit  Erythropoietin  auf  die  Neurogenese  und  Zellproliferation  nach
transienter  fokaler  Ischämie  im  Tiermodell  der  Ratte.  Die  neu  in  das  geschädigte
Gebiet eingewanderten MSC´s reagierten zudem mit der Expression neuronaler und
glialer Markerproteine (Esneault et al. 2008).
Auch in weiteren Studien zur Transplantation von MSC´s nach zerebralen Ischämien,
konnte zuvor ein deutlicher Benefit dieser Methode bezüglich der Zellproliferation und
-differenzierung sowie der Reduzierung von Apoptose nachgewiesen werden (Chen et
al. 2000; Chen et al. 2003; Chen et al. 2001; Lee et al. 2003). Darüber hinaus wurden
auch  die  Verbesserung  neurologischer  Defizite  (Zhao  et  al.  2002)  sowie  die
Wiederherstellung  einer  ausreichenden  Blutversorgung  mit  Ausbildung  einer
funktionierenden Blut-Hirn-Schranke (Borlongan et al. 2004) beobachtet. 
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Bang und Kollegen (Bang et  al.  2005) überprüften die im Tierversuch gewonnenen
Erkenntnisse  erstmals  an  neurologischen  Patienten  mit  zerebralem  Insult  im
Versorgungsgebiet der Arteria cerebri media, indem sie für die intravenöse Zelltherapie
autologe,  in  der  Zellkultur  expandierte  MSC´s  verwendeten.  Im  Ergebnis  zeigten
Patienten, die mit MSC´s behandelt wurden, im ersten Jahr nach dem ischämischen
Ereignis eine leicht verbesserte funktionelle Regeneration als konventionell behandelte
Patienten,  sodass  sich  eine  solche  Therapie  vorteilhaft  auf  den  Heilungsprozess
auswirken könnte (Bang et al. 2005).
Die  regenerative  Wirkung  von  MSC´s  wurde  ebenso  im  Rahmen  traumatischer
Hirnschädigungen untersucht.  Im Tiermodell  kam es zunächst  zur  Proliferation  und
später auch zu einer Migration der venös eingebrachten MSC´s in die geschädigten
zerebralen  Parenchymgebiete.  In  der  Folge  reagierten  die  Zellen  zudem  mit  der
Expression neuronaler und glialer Markerproteine, wie mit der von NeuN und GFAP.
Weiterhin  konnten  durch  den  therapeutischen  Einsatz  von  MSC´s  neurologische
Defizite  nach  einem  Trauma  signifikant  reduziert  und  somit  das  neurologische
„outcome“  insgesamt  verbessert  werden.  (Lu  et  al.  2001;  Mahmood  et  al.  2004;
Mahmood et al. 2001a; Mahmood et al. 2001b)
Ähnliche Beobachtungen wurden auch bei Transplantationsversuchen von MSC´s nach
spinalen Traumata gemacht (Ankeny et al. 2004; Chopp et al. 2000; Deng et al. 2006;
Hofstetter et al. 2002; Lee et al. 2003; Satake et al. 2004).
Von besonderem Interesse gilt außerdem die Entwicklung neuer Therapieansätze im
Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen, wie dem Morbus Parkinson. So konnten Li
und  Mitarbeiter  (Li  et  al.  2001)  in  einem Parkinson-Modell  der  Maus  zeigen,  dass
intrastriatal  eingebrachte MSC´s mit  der Expression des dopaminergen Proteins TH
reagierten und sich in der Folge auch positiv auf die Wiederherstellung der zerebralen
Funktionalität auswirkten. 
Levy et  al.  (2008)  beobachteten jüngst  durch die neuronale Ausdifferenzierung von
humanen  MSC´s  mit  nachfolgender  Einbringung  der  Zellen  ins  Striatum  der
Versuchstiere,  ein  verbessertes  Rotationsverhalten  der  an  Morbus  Parkinson
erkrankten  Ratten.  Dabei  verwendeten  die  Forscher  ein  zweistufiges
Differenzierungsprotokoll bestehend aus DMEM, 10% FBS, bFGF, 10 ng/ml EGF, 30
µM Docosahexaensäure (DHA) und N2 Supplement in der ersten Stufe, gefolgt von
DMEM,  N2  Supplement,  200  µM  BHA,  1  mM  dbcAMP,  0,5  mM  IBMX,  100  µM
Ascorbinsäure und 1-10 µM RA in Stufe 2. Ein Teil der auf diese Weise differenzierten
MSC´s zeigten außerdem Merkmale dopaminerger Präkursoren und reagierten mit der
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Expression  spezifischer  dopaminerger  Gene  sowie  mit  der  Produktion  der
Dopaminvorstufe 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA). (Levy et al. 2008)
Auch Offen und Mitarbeiter (Offen et al. 2007) fanden zuvor schon eine Verbesserung
des motorischen Verhaltens der Tiere bei intrastriataler Transplantation von MSC´s. 
In klinischen Studien zum Morbus Parkinson am Menschen wurden bereits embryonale
bzw. fetale dopaminerge Neurone ins Putamen erkrankter Patienten implantiert (Freed
et  al.  2001;  Olanow  et  al.  2003).  Dabei  zeigte  sich  ein  positiver  Verlauf  des
Krankheitsbildes  insbesondere  bei  jüngeren  Patienten  (≤ 60  Jahren).  Bei  älteren
Patienten  (>  60  Jahren)  hingegen  ergab  sich  aus  dieser  Methode  kein  Benefit.
Allerdings kam es im Beobachtungszeitraum nach der Transplantation bei einigen der
Patienten zum Auftreten später Dystonien und Dyskinesien. (Freed et al. 2001; Olanow
et al. 2003)
Weitere Forschungsergebnisse bleiben diesbezüglich abzuwarten.
Dahingegen wurden bei der Implantation von fetalen neuronalen Zellen in das Striatum
eines Patienten mit HD positive Ergebnisse erzielt. Die implantierten Zellen überlebten
und  zeigten  darüber  hinaus  eine  adäquate  Entwicklung  in  dem erkrankten  Gehirn.
Auch 18 Monate nach Implantation zeigten die Zellen weder die huntingtontypische
Neurodegeneration bzw. die Expression des mutierten Proteins Huntingtin, noch war
eine Abstoßungsreaktion seitens des Empfängers nachweisbar. (Freeman et al. 2000)
Zudem  konnten  Lescaudron  und  Dunbar  (2003)  am  HD-Modell  der  Ratte  eine
Reduktion der kognitiven Schädigung nach der intrastriatalen Implantation von MSC´s
nachweisen.
Akiyama und Mitarbeiter (Akiyama et al. 2002a; Akiyama et al. 2002b) etablierten ein
Tiermodell für demyelinisierende Erkrankungen, in welchem sie eine Remyelinisierung
des Rückenmarks der Ratte durch Einbringung von MSC´s beobachten konnten. 
Slavin et al. (2008) überprüften die zelluläre Therapie mit MSC´s für die Behandlung
von Multipler Sklerose (MS) in präklinischen Studien. Die Sicherheit dieses Ansatzes
zur Durchführung an einem Patientenkollektiv wurde in der Folge ausführlich evaluiert
(Siatskas et al. 2010). 
Eine Pilotstudie von Yamout und Kollegen konnte jüngst eine klinische, jedoch keine
radiologische Verbesserung der MS, nach intrathekaler  Injektion von MSC´s in  den
zerebrospinalen Liquor der 10 teilnehmenden Patienten, feststellen. Obwohl einer der
Patienten in der Folge eine transiente Enzephalopathie entwickelte, konnte dennoch
die grundsätzliche Sicherheit dieser Methode bewiesen werden. (Yamout et al. 2010)
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Mazzini und Mitarbeiter (Mazzini et al. 2010; Mazzini et al. 2012; Mazzini et al. 2008)
konnten im Rahmen mehrerer Studien an Patienten mit Amyotropher Lateralsklerose
(ALS) zeigen, dass sich die Therapie mit intraspinal eingebrachten autologen MSC´s
für die Langzeittherapie der ALS eignet.
Bei den in dieser Arbeit verwendeten Protokollen handelt es sich einerseits um Ansätze
aus  der  Parkinson-Forschung,  wie  etwa  bei  den  Differenzierungsversuchen  von
Dezawa (Dezawa et al. 2004) und Tatard (Tatard et al. 2007), und andererseits um
einen Ansatz zur Behandlung von Rückenmarksverletzungen (Zeng et al. 2011).  
Neben der Anwendung differenzierter MSC´s im ZNS, könnten die in vitro entwickelten
Neurone künftig auch für die Regeneration von Nerven des PNS von Interesse sein.
Bisher  existieren  zahlreiche  Arbeiten,  welche  mit  Hilfe  spezieller
Differenzierungsprotokolle  eine  Transdifferenzierung  von  MSC`s  in  Schwann-Zellen
erreichen  konnten,  die  in  der  Folge  aufgrund  ihrer  myelinisierenden  Fähigkeit  den
erneuten  Auswuchs  von  Nervenfasern  unterstützten  und  so  zur  Regeneration  von
Nervenschäden an peripheren Nerven,  wie  beispielsweise dem Nervus ischiadicus,
beitrugen (Dezawa et al. 2001; Keilhoff et al. 2006; Mimura et al. 2004). Dezawa et al.
(2001)  konnten zudem zeigen,  dass die  differenzierten MSC´s nach Kultivierung in
einem mehrstufigen Differenzierungsprotokoll,  bestehend aus  β-ME, 35 ng/ml RA, 5
µM Forskolin, 10 ng/ml bFGF, 5 ng/ml PDGF und 200 ng/ml humanem Heregulin-Beta
1 (HRG),  zudem Schwann-Zell-spezifische Marker,  wie  p75,  Protein-S-100 (S-100),
GFAP und O4,  exprimierten.  Matthes und Mitarbeiter  (Matthes et  al.  2013)  wiesen
nach, dass sogar undifferenzierte MSC´s, welche intravenös in die Femoralvene von
Ratten  eingebracht  worden  waren,  in  der  Lage  waren,  im  Bereich  von  peripheren
Nervenläsionen zu überleben und das funktionelle „outcome“ nach einer Schädigung
zu verbessern. 
Eine Arbeit, welche MSC´s jedoch direkt in neuronale Zellen ausdifferenziert, um diese
für die Implantation in  periphere Nervenläsionen nutzbar zu machen und somit  die
Regeneration  der  geschädigten  Nervenfasern  durch  Überbrückung  der  Läsion  zu
unterstützten,  existiert  bisher  jedoch nicht.  Eine Verfolgung dieses Ansatzes könnte
eine weitere Methode im Sinne der autologen Zelltherapie darstellen. Eine Grundlage
dazu könnten somit die Ergebnisse dieser Arbeit bilden.
102
5.2 Anforderungen an undifferenzierte MSC´s
Im  Rahmen  unserer  Untersuchungen  wurden  MSC´s  männlicher  Spender
verschiedenen  Alters  (Jahrgänge  1929-1993)  aus  Bohrmehl  gewonnen.  Ohne
vorherige Oberflächenmarkierung mit den stammzelltypischen Markern CD73, 90 und
105 in der FACS (Dominici et al. 2006) und nachfolgender Selektion, wurden die zu
untersuchenden MSC´s allein mittels ihrer Plastikadhärenz isoliert. Dabei ergaben sich
zu  Beginn  unserer  Zellkulturversuche  Proben  heterogener  Kulturen.  Diese
Populationen  könnten  neben  MSC´s  somit  auch  einen  gewissen  Anteil  an
fibroblastenähnlichen Zellen (Vogel et al. 2003) und HSC´s sowie an endothelialen und
neuralen Progenitoren enthalten haben (Herzog 2003; Hess et al. 2004; Vogel et al.
2003). 
Tondreau  et  al.  (2004a)  fanden  heraus,  dass  mit  Hilfe  dieser  Methode  der
Plastikadhärenz bereits nach drei Passagen homogene Kulturen von MSC´s gewonnen
werden konnten. Zudem beschrieben sie aber auch einen Verlust der multipotenten
Eigenschaften der MSC´s nach Passage 8. Dies machten sie daran fest, dass Zellen
nach der achten Passage im Rahmen ihrer Experimente nicht mehr in der Lage dazu
waren sich in Osteozyten zu differenzieren. (Tondreau et al. 2004a)
Das Phänomen des Verlustes der Multipotenz nach mehrmahliger Passagierung wurde
zuvor bereits durch DiGirolamo und Kollegen (DiGirolamo et al.  1999) beschrieben.
Auch Wagner und Mitarbeiter (Wagner et al. 2008) beobachteten zwischen der 7. und
12.  Passage einen Häufigkeitsanstieg  von Zellen  mit  abnormer Morphologie,  dabei
waren als  Zeichen des Alterungsprozesses v.a.  große,  flache Zellen auszumachen.
Auch  eine  Herrunterregulation  von  Genen,  welche  u.a.  an  der  Steuerung  von
Zellzyklus,  DNA-Replikation  und  -Reparatur  involviert  sind,  konnte  von  den
Wissenschaftlern beobachtet werden (Wagner et al. 2008).
In unseren Versuchen wurden ausschließlich Zellen der Passagen 1 und 2 verwendet,
um den multipotenten Charakter  unserer  MSC´s  zu bewahren.  Außerdem konnten,
durch vorherige Versuchsreihen unseres Labores und aufgrund unserer Erfahrung im
Umgang mit MSC´s, bei Zellen höherer Passagen (≥ 3) ein Verlust der Adhärenz mit
Beginn der Differenzierung sowie  vermehrt  apoptotische Zellen beobachtet  werden.
Zellen, welche trotz dieser Makel ausdifferenziert werden konnten, zeigten gegen Ende
des  Protokolls,  wie  zu  erwarten,  größtenteils  schlechte  Morphologien  mit
Beschädigungen im Zytoskelett  und Vakuolenbildung des Zytoplasmas.  Aus diesem
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Grund  wurde  in  unseren  Versuchen  eine  niedrigere  Passage,  zur  Erhaltung  von
Multipotenz und Fitness der Zellen, einer homogenen MSC-Population vorgezogen.
Darüber hinaus existiert,  neben der Heterogenität  der Zellen innerhalb einer Kultur,
auch  eine  gewisse  Heterogenität  von  MSC´s  verschiedener  Spender,  was  sich  in
einem  unterschiedlichen  Proliferations-  und  Differenzierungsverhalten  der  Zellen
äußern  kann.  Montzka  und  Kollegen  (Montzka  et  al.  2009)  konnten  erstmals  eine
Variabilität  in  der  Expression  neuronaler  Marker  unterschiedlicher  noch
undifferenzierter  Spender-MSC´s  nachweisen.  Diese  Heterogenität  kann  eine
Erklärung  für  die  mangelnde  Reproduzierbarkeit  diverser  neuronaler
Transdifferenzierungsprotokolle darstellen.
Auch  in  unseren  Versuchen  konnte  eine  solche  Heterogenität  der  einzelnen  ZK´s,
bezüglich  ihrer  Expression  spannungsabhängiger  Ionenkanäle,  festgestellt  werden.
Durch  zahlreiche  Untersuchungen  an  MSC´s  ist  bekannt,  dass  diese  bereits  im
undifferenzierten Zustand Naᵥ1.1, 1.2 (Mareschi et al. 2009), Naᵥ1.6 (Zeng et al. 2011),
Naᵥ1.7 (Park et al. 2007) sowie Kᵥ1.2 (Wang et al. 2008; Zeng et al. 2011), Kᵥ1.3 (Li et
al.  2005;  Zeng  et  al.  2011)  und  Caᵥ1.2  (Balana  et  al.  2006;  Zeng  et  al.  2011)
exprimieren. In unserer PCR konnten wir ein solches Expressionsmuster für die ZK´s
78  und  82  bestätigen.  Dahingegen  fielen  bei  den  ZK´s  57,  60  und  68  deutliche
Abweichungen von diesem Muster auf. So zeigten die MSC´s der ZK 57 (*1993) keine
Expression  von  Kᵥ1.2  sowie  Kᵥ1.3  und  die  ZK 68  (*1937)  war  negativ  für  Naᵥ1.1.
Auffällig erschien das Expressionsmuster der ZK 60 (*1937), welches sich durch eine
zusätzliche Expression von Naᵥ1.9 und negativer Expression von Kᵥ1.3 auszeichnete. 
Die Gründe für eine solche Heterogenität können zahlreich sein. Beispielsweise könnte
das Vorhandensein neuraler Progenitoren in der ZK 60 für die Expression des Kanals
Naᵥ1.9  verantwortlich  sein.  Die  Negativität  für  Kᵥ1.3  in  derselben  ZK  ließe  sich
hingegen durch das fortgeschrittene Alter des Spenders erklären. Denn Stolzing et al.
(2008) fanden einen Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Verlust von Fitness
und  Anzahl  von  MSC´s  im  Knochenmark.  Dabei  vermuteten  die  Wissenschaftler
oxidativen Stress, aufgrund einer verringerten Aktivität der Superoxiddismutase (SOD)
mit der vermehrten Anhäufung von ROS, als die Ursache dieses Phänomens (Stolzing
et al. 2008). Auch Muschler und Mitarbeiter (Muschler et al. 2001) beobachteten zuvor,
dass die Zahl an osteoblastären Progenitoren des Knochenmarks mit steigendem Alter
abnahm. Ursächlich für eine veränderte Genexpression in alternden MSC´s könnten
zudem epigenetische Dysregulationen, wie z.B DNA-Methylierungen (Bork et al. 2010;
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Schellenberg et al. 2011) oder H3-Acetylierungen (Li et al. 2011), sein. Die genannten
Faktoren  könnten  so  auch  für  die  fehlende  Expression  von  Naᵥ1.1  in  der  ZK  68
verantwortlich sein. 
Auch  die  individuellen  Vorerkrankungen  der  Spender  könnten  ursächlich  für  die
differierende Kanalexpression innerhalb der einzelnen ZK´s sein. Bereits Muschler et
al. (2001) beobachteten einen Einfluss bestimmter Faktoren, wie beispielsweise lokaler
oder  systemischer  Knochenerkrankungen,  Pharmaka  oder  Nikotin,  auf  die
Zusammensetzung  des  Knochens  und  des  Knochenmarks.  So  konnte  innerhalb
unserer Versuche eine fehlende Expression von Kᵥ1.3 in MSC´s der ZK 60 festgestellt
werden, wobei anamnestisch ein Nikotinabusus seitens des Spenders bekannt war,
was die Theorie von Muschler und Kollegen unterstützten würde. Zudem bestanden
bei  demselben  Spender  zahlreiche  Risikofaktoren  für  die  Entwicklung  einer
Knochenstoffwechselstörung,  wie  ein  Diabetes  mellitus  Typ  2  (Goodman  und  Hori
1984; Hofbauer et al. 2007; Schwartz 2003) sowie ein Morbus Crohn (Compston et al.
1987;  Gasché 1998),  welche neben der  primären Schädigung des Knochens auch
sekundär zu einer Quanti- und Qualitätsminderung von MSC´s geführt haben könnten.
Auch  eine  bereits  bestehende  Coxarthrose  des  Spenders  kann  diese  Annahme
zusätzlich untermauern.
Dagegen scheinen bestimmte Vorerkrankungen und Medikationen aber nicht allein zu
einer veränderten Genexpression zu führen, denn auch bei MSC´s der ZK 57, welche
von einem jungen Spender ohne Vorerkrankungen stammten, konnte ein Fehlen der
Kanäle  Kᵥ1.2  sowie  Kᵥ1.3  in  der  PCR festgestellt  werden.  Gegen  einen  alleinigen
Einfluss einer Erkrankung auf die Genexpression spricht auch, dass Naᵥ1.1 zwar in
MSC´s der ZK 68 nicht exprimiert wurde, aber dafür sowohl die ZK 78 als auch die ZK
82  einen  kompletten  MSC-typischen  Kanalbesatz  zeigten.  Dabei  litten  alle  drei
Spender unter einer Coxarthrose, welche den Einsatz einer TEP erforderlich machte.
Hinzu kommt, dass der Spender der ZK 78 trotz seines hohen Alters sowie weiterer
Vorerkrankungen,  wie  einer  Hypothyreose  und  einer  arteriellen  Hypertonie,  einen
vollständigen Kanalbesatz zeigte. 
Festzuhalten ist, dass Vorerkrankungen und entsprechende Medikationen wohl einen
individuell  sehr  unterschiedlichen  Einfluss  auf  den  Knochenstoffwechsel  und  damit
auch auf die Anzahl vorhandener MSC´s im Knochenmark sowie deren Multipotenz
haben könnten, was vor allen Dingen bei multimorbiden Patienten die Genexpression
maßgeblich bestimmen kann, wie in der ZK 60 gesehen werden konnte. Eine feste
Regel lies sich im Rahmen unserer Versuche jedoch nicht ableiten. Da es sich bei der
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ZK  57  um  Zellen  eines  jungen  Spenders  handelt,  können  oben  genannte
Alterungsprozesse  die  fehlende  Expression  von  Kᵥ1.2  und  Kᵥ1.3  nicht  erklären.  In
diesem Fall kommt womöglich die Heterogenität der Zellkultur an sich zum Tragen. 
5.3 Reproduzierbarkeit der Originalprotokolle
Im Rahmen dieses Experimentes galt ein Teil unseres Interesses dem Umstand, in wie
weit  die  von  uns  ausdifferenzierten  MSC´s  ähnliche  morphologische  sowie
molekularbiologische  Ergebnisse  nach  dem Vorbild  der  Originalprotokolle  erbringen
konnten.  Darüber  hinaus  wurden  die  ausdifferenzierten  Zellen  von  unserer
Arbeitsgruppe zusätzlich auf weitere neuronenspezifische Ionenkanäle untersucht. 
Anzumerken ist, dass sich die von uns verwendeten MSC´s sowohl in ihrer Herkunft,
so entstammten die untersuchten Proben einem kleinen Patientenkollektiv  von fünf
männlichen  Spendern  unterschiedlichen  Alters,  als  auch  in  der  Methodik  ihrer
Gewinnung  von  den  Zellen  der  Originalprotokolle  unterschieden.  Darüber  hinaus
wurden von vornherein die Differenzierungsprotokolle  von Zeng und Dezawa durch
Modifikationen  an  unseren  Versuchsablauf  angepasst.  Der  Begriff  der
„Reproduzierbarkeit“  beschreibt  hier  also  die  Übertragbarkeit  der  in  den
Originalversuchen gewonnen Erkenntnisse auf die Ergebnisse unseres Experimentes,
wobei die interindividuellen Zellunterschiede sowie die Protokollmodifikationen jedoch
unbedingt Berücksichtigung finden müssen.
5.3.1 Diskussion der morphologischen Ergebnisse
5.3.1.1 Differenzierte Zellen nach Dezawa (modifiziert)
In Anlehnung an das Differenzierungsprotokoll von Dezawa und Mitarbeitern (Dezawa
et al. 2004), kultivierten wir in unserem Experiment undifferenzierte MSC´s mit dem
bekannten  vierstufigen  Protokoll,  welches  sich  in  der  Reihenfolge  seiner  einzelnen
Differenzierungsschritte  vom  Originalprotokoll  unterschied.  Die  Abwandlung  vom
Originalprotokoll erfolgte auf der Basis von unseren positiven Erfahrungen im Rahmen
von  Vorversuchen,  in  welchen  MSC´s,  die  in  veränderter  Reihenfolge  mit  den
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entsprechenden  Medien  kultiviert  wurden,  optisch  deutlichere  neuronentypische
Morphologien aufwiesen, als Zellen, die nach der Reihenfolge des Originalprotokolls
differenziert wurden. Im Gegensatz zu Dezawa et al. (2004) wurde im Rahmen unserer
Versuche auch auf eine Transfektion der NICD verzichtet, um den alleinigen Einfluss
der verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsfaktoren auf die Differenzierung
der MSC´s greifbarer zu machen. Als Bestandteil eines Transmembranproteins nimmt
die NICD Einfluss auf die Entwicklung und Differenzierung von Nerven- und Gliazellen
(Baker 2000; Gaiano and Fishell 2002). Mithilfe dieser transfizierten und im Anschluss
differenzierten MSC´s konnte die Forschungsgruppe um Dezawa (Dezawa et al. 2004)
nicht  nur  die  vermehrte  Expression  des  neuronalen  Markers  NeuroD  nachweisen,
sondern erreichte zudem eine Messung von Natrium- und Kaliumströmen im Rahmen
ihrer patch-clamp-Versuche. Darüber hinaus konnten sie zeigen, dass durch die Gabe
von  GDNF  der  Anteil  an  Tyrosinhydoxylase-positiven  und  dopaminproduzierenden
Zellen gesteigert werden konnte (Dezawa et al. 2004).
Im Laufe der Differenzierung unter dem modifizierten Dezawa-Protokoll konnten wir in
unserem Experiment  folgende  Beobachtungen  unter  dem Phasenkontrastmikroskop
machen:
► 1)  Nach 48 Stunden unter  Medium 1 zeigte  sich  ein potenziell  toxischer
Einfluss  von  JAK3-Inhibitor.  Die  Zellen  zeigten  dabei  überwiegend  eine
fibroblastenähnliche Gestalt.  Die  wenigen Zellen  mit  neuronaler  Morphologie
machten  in  Form  und  Verzweigungsmuster  einen  diffusen,  ungeordneten
Eindruck,  was  v.a.  in  der  ZK  57  deutlich  wurde.  Die  Somata  dieser  Zellen
stellten sich überwiegend flach und scharfkantig dar, während sich die Fortsätze
sehr  dünn  und  fragil  vom  Zellkörper  abzweigten.  Zudem  fanden  sich  mit
Abschluss dieses Differenzierungsschrittes vermehrt tote Zellen und Sediment
am Boden der Zellkulturschale.
Die  toxischen  Eigenschaften  von  JAK3-Inhibitor  auf  die  in  der  Differenzierung
befindlichen MSC´s werden aufgrund seines Wirkmechanismuses verdeutlicht. Denn
JAK3-Inhibitor  verhindert  die  Transkription  von  Genen  im  Zellkern  durch  die
Herunterregulierung  der  Phosphorylierung  entsprechender  STAT´s  (Dezawa  et  al.
2004).  Der  Signalweg  wird  also  blockiert  und  gleichzeitig  die  neuronale  Induktion
angetrieben  (Dezawa  et  al.  2004).  Dennoch  scheint  die  Inhibition  des  JAK-STAT-
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Signalweges einen potenziellen Stressfaktor für die Zellen darzustellen, da über diesen
normalerweise auch Vorgänge wie die Zellproliferation und -differenzierung vermittelt
werden (Rawlings et al. 2004). Dieses Paradoxon wird dadurch aufgelöst, dass eine
Blockade in  vitro zugunsten  der  neuronalen  Induktion  für  48  Stunden  in  Kauf
genommen werden kann. Demnach werden die Zellen bereits zu Beginn forciert in die
neuronale Richtung differenziert. Nach Abschluss des ersten Differenzierungsschrittes
nimmt der  Signalweg wieder  regelrecht  an der  Signalübertragung teil,  da der  JAK-
Inhibitor reversible Bindungen eingeht (Mityushova et al. 2010; Sudbeck et al. 1999).
Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen, zeigte sich im Originalversuch, nach der
Behandlung mit JAK3-Inhibitor und anschließender Differenzierung mittels trophischer
Faktoren, ein neuritenähnliches Auswachsen von Zellfortsätzen (Dezawa et al. 2004).
► 2)  Die  Behandlung  mit  GDNF  führte  zur  Ausprägung  einer
makrophagenartigen Morphologie der Zellen, wie sie beispielsweise in der ZK
82  deutlich  wurde.  Diese  Zellen  fielen  insbesondere  durch  große,  flächige
Zellkörper mit pseudopodienartigen Fortsätzen  auf.  Insgesamt  konnten  im
Rahmen dieses Schrittes Zellen variabler Gestalt differenziert werden.
Innerhalb unseres Versuches zeigte GDNF seine regenerative Wirkung auf die durch
JAK3-Inhibitor  geschädigten  bzw.  gestressten  Zellen  der  ZK´s.  Denn  nachweislich
unterstützt GDNF das Überleben von Nervenzellen (Arenas et al. 1995; Lin et al. 1993)
sowie deren Erholung nach Schädigung, z.B durch Neurotoxine (Cass 1996; Kearns
und Gash 1995) oder Axotomie (Beck et al. 1995; Henderson et al. 1994). Weiterhin
konnten  Dezawa  und  Mitarbeiter  unter  der  Behandlung  mit  GDNF  den
Tyrosinhydroxylase-positiven und dopaminproduzierenden Anteil  ihrer Zellen deutlich
steigern  und  dem  Faktor  somit  eine  entscheidende  Rolle  in  der  Entstehung  und
Differenzierung von Nervenzellen zuschreiben (Dezawa et al. 2004).
Die Zellen zeigten also nach Beendigung des zweiten Differenzierungsschrittes, neben
fibroblastenähnlichen Morphologien, bereits variable neuronale Gestalten, wobei v.a.
Zellen mit sternförmigen flächigen Zellkörpern und makrophagenartige Zellen auffielen.
►  3)  Neuronenähnliche  Zellen  konnten  vor  allen  Dingen  unter  Medium  3
differenziert  werden.  Dieses Ergebnis  wurde in  der  Folge durch den vierten
Differenzierungsschritt  optimiert.  Am  Ende  fanden  sich,  neben  weiteren
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Zelltypen,  vermehrt  große,  flächige  Zellen  mit  sternförmigen  Perikarya  und
reicher baumartiger Verzweigung.
Die morphologischen Ergebnisse der letzten beiden Differenzierungsschritte stimmen
mit den jeweiligen Funktionen der verwendeten Faktoren überein. So konnten bereits
Kim und  Mitarbeiter  (Kim et  al.  2005)  unter  Forskolingabe  eine  Verbesserung  der
neuronalen  Morphologie  beobachten.  Auch  am  Wachstum  neuronaler  Fortsätze
(Hernandez et  al.  1995)  sowie der Bildung von Synapsen (Poser und Storm 2001;
Weisskopf  et  al.  1994)  scheint  das  Forskolin  maßgeblich  beteiligt  zu  sein.  Das
Neurokin CNTF kam im Rahmen des dritten Schrittes vordergründig in seiner Rolle als
Überlebensfaktor (Sendtner et al. 1991) zum Tragen. 
Im Originalprotokoll  wurden durch Dezawa und Kollegen (Dezawa et  al.  2004)  die
Bildung  von  Neuriten  sowie  die  Entwicklung  von  zahlreichen  Varikositäten  nach
fünftägiger Induktion der transfizierten Zellen unter Medium 3 beschrieben, was sich
auch  im  Rahmen  unseres  Experimentes  manifestierte.  Denn  nach  Abschluss  des
letzten Differenzierungsschrittes konnte  in vitro, durch die Zugabe der Neurotrophine
NGF und BDNF, ein breites Spektrum an morphologisch neuronal differenzierten Zellen
beobachtet  werden.  Durch  die  Beteiligung  der  Faktoren  an  Differenzierung  und
Neuritenwachstum  (McAllister  et  al.  1999)  entstanden  Zellen  mit  sternförmig
ausgezogenen  Zellkörpern,  von  denen  kräftige  Fortsätze  entsprangen  und  in  der
Peripherie  baumartige  Verzweigungsmuster  bildeten.  Zudem  konnte  bereits  die
Ausbildung  von  netzwerkähnlichen  Strukturen  zwischen  den  Fortsätzen  mehrerer
solcher Zellen beobachtet werden.
5.3.1.2 Differenzierte Zellen nach Zeng (modifiziert)
Das Differenzierungsprotokoll von Zeng und Kollegen (Zeng et al. 2011) zeichnete sich
durch eine Kombination von Zytokinen und Antioxidantien aus, welche in drei Stufen zu
einer neuronalen Gestalt humaner MSC´s führte. Sowohl undifferenzierte, als auch die
ausdifferenzierten  Zellen,  wurden  in  der  Folge  mit  Hilfe  des  Western  blots  auf  die
Expression der Ionenkanäle Naᵥ1.6, Kᵥ1.2 und Kᵥ1.3 sowie Caᵥ1.2 hin untersucht. Im
Ergebnis  zeigten  sich  positive  Expressionsmuster  für  diese  Kanäle,  wobei  die
Expressionen  von  Naᵥ1.6  und  Kᵥ1.2/1.3  nach  erfolgter  Differenzierung  gesteigert
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werden konnten. Auch die entsprechenden Kaliumströme konnten nachfolgend mit der
patch-clamp-Methode sichtbar gemacht werden. (Zeng et al. 2011)
Aufgrund des positiven Effektes von Forskolin im Rahmen zahlreicher Vorversuche zur
neuronalen  Differenzierung  innerhalb  unseres  Labores,  modifizierten  wir  das  Zeng-
Protokoll für die Verwendung in diesem Experiment insoweit, als dass dem Protokoll ab
dem zweiten Schritt  zusätzlich  Forskolin  in  einer  Konzentration von 4 µM zugefügt
wurde. Das  modifizierte Protokoll erbrachte folgende Erkenntnisse in der Zellkultur:
► 1) Die Behandlung der Zellen mit bFGF führte zu einer adäquaten Adhärenz
der fibroblastenähnlichen Zellpopulationen,  welche überwiegend durch Zellen
mit  rundlichen  oder  länglichen  Somata,  schlanker  und  flächiger  Silhouette,
bestimmt wurden.
Es ist davon auszugehen, dass bFGF als mitogener Faktor die Zellteilung in den MSC
´s  unserer  Kulturen  anregte  und  zudem  Einfluss  auf  deren  Proliferation  und
Differenzierung  nahm  (Gospodarowicz  et  al.  1987;  Murphy  et  al.  1990).  Auch  am
Überleben  der  Zellen  scheint  der  Wachstumsfaktor  maßgeblich  beteiligt  zu  sein
(Grothe et  al.  1991b;  Morrison et  al.  1986;  Walicke et  al.  1986).  So lassen sich in
unseren Versuchen sowohl das gute Anwachsen der undifferenzierten Zellen an den
Schalenboden, sowie auch die erkennbare Proliferation der Zellen nach dem ersten
Differenzierungsmedium,  hinreichend  durch  den  Einfluss  von  bFGF  erklären.  Die
Ergebnisse entsprechen dabei denen des Originalversuchs.
► 2)  Durch die Kombination von Zytokinen mit  Edaravone und Forskolin  in
Medium  2  konnten  vermehrt  differenzierte  MSC´s  mit  neuronaler  Gestalt
beobachtet werden. Der vorherrschende Zelltyp, wie er beispielsweise in den
ZK´s 57, 78 und 82 zu finden war, stellte sich mit pyramidalen Zellkörpern und
maximal  drei  davon  abzweigenden  langen  dünnen  Fortsätzen  dar,  welche
bereits  Wachstumskegel  aufwiesen  und  zudem  periphere  Verzweigungen
bildeten.
In  der  ZK  60  waren  hingegen  auch  viele  optisch  dedifferenzierte  Zellen
nachweisbar, deren  Morphologie  sich  keiner  bestimmten  Zelllinie  zuordnen
ließ.  Davon  abgesehen  machten  sie  einen  wenig  vitalen  Eindruck  mit
vermehrter proapoptotischer Tendenz.
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Durch  den  gemeinsamen  Einsatz  von  bFGF  und  EGF  versprachen  wir  uns  eine
Förderung  der  Proliferation  und  der  neuronalen  Induktion,  wie  sie  bereits  durch
mehrere Forschungsgruppen zuvor beschrieben werden konnte (Anchan et al. 1991;
Lillien und Cepko 1992; Richards et al. 1992). Vor allen Dingen die Induktion der Zellen
in Richtung einer neuronalen Zelllinie konnte durch das zweite Differenzierungsmedium
gefördert werden. Die Zellen zeigten, wie im Originalversuch von Zeng (Zeng et al.
2011),  im  Gegensatz  zu  ihrem  Entwicklungsstand  nach  Medium  1,  typische
pyramidenförmige,  refraktile  Zellkörper  mit  langen  Zellfortsätzen  und  progredienter
Entwicklungstendenz,  was  durch  das  Vorhandensein  von  Wachstumskegeln
untermauert  wurde.  Die  Entwicklung  der  Zellen  wurde  vermutlich  auch  durch  den
neuroprotektiven  Effekt  der  antioxidativ  wirkenden  Substanz  Edaravone
vorangetrieben. Wobei die Effekte des Antioxidans hauptsächlich über die Blockade
der ROS-Produktion (Nishi et al.  1989; Yamamoto et al. 1997; Yoshida et al.  2006)
sowie über die Inhibition proapoptotischer Signalwege (Niyaz et al. 2007; Wen et al.
2006) vermittelt werden. 
In  der  ZK  60  zeigte  sich,  entgegen  dieser  Effekte,  aber  auch  der  potenziell
schädigende Einfluss dieses Mediums, welcher aber nicht an einem einzigen Faktor
festgemacht  werden  konnte,  sondern  sich  womöglich  aus  der  Kombination  der
verschiedenen Substanzgruppen und den individuellen  Eigenschaften der  Spender-
MSC´s ergab. Ein schädigender Einfluss von Edaravone allein konnte durch Vergleich
mit den anderen untersuchten ZK´s demnach nicht beobachtet werden.
► 3) Das Bild neuronenartig differenzierter Zellen zeigte sich nach Abschluss
des dritten Differenzierungsmediums als besonders vielgestaltig. Dabei sei v.a.
die ZK 78 genannt.  Neben Zellen mit  schlanken fadenförmigen Somata und
langen dünnen Fortsätzen, die zum Teil Wachstumskegel aufwiesen, konnten
auch  kleine  sternförmige  Zellen  mit  reicher  Verzweigung  beobachtet
werden. Vielerorts zeigten sich zudem netzwerkartig verbundene Zellgebilde.  
Auffällig nach diesem Medium waren die starke Konfluenz der Zellen, welche
primär  im  Zentrum der  Petrischale  am stärksten ausgeprägt  war,  sowie  die
große Menge  an  angefallenem  Sediment  aufgrund  der  erhöhten
Stoffwechselrate der Zellen.
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Die  zusätzliche  Einbringung  von  Forskolin  in  das  ursprüngliche,  rein  aus  den
Neurotrophinen NGF und BDNF bestehende Originalmedium, erbrachte insgesamt ein
sehr  gutes  optisches  Ergebnis,  welches  sich  bezüglich  der  Zellform  durch  das
Vorkommen  schlanker  neuronenähnlicher  Zellen  von  dem  des  Dezawa-Protokolls
unterschied. Genau wie wir fanden auch Zeng und Mitarbeiter (Zeng et al. 2011) 10
Tage nach Beginn der neuronalen Differenzierung mit BDNF und NGF überwiegend
schlanke  Zellen  neuronaler  Gestalt  mit  kleinen  Zellkörpern  und  einer  starken
Ausprägung von neuronalen Fortsätzen.
Insgesamt  zu  beachten  ist  die  unterschiedliche  Zielsetzung  der  Originalprotokolle,
welche die Ausdifferenzierung verschiedener neuronaler Zelltypen anstrebte. Während
die Forschungsgruppe um Zeng (Zeng et al. 2011) mit Hilfe neuronal ausdifferenzierter
MSC´s  die  Behandlung  von  Rückenmarksverletzungen  anstrebte,  machten  sich
Dezawa  et  al.  (2004)  zum  Ziel,  im  Rahmen  von  tierexperimentellen  Studien  zum
Morbus Parkinson, zentrale dopaminerge Neurone aus MSC´s zu differenzieren.
5.3.1.3 Differenzierte Zellen nach Tatard
Durch  die  Kombination  von  Zytokinen  und  chemischen  Substanzen  in  einem
dreistufigen  Protokoll  erreichten  Tatard  et  al.  (2007)  die  Differenzierung
neuronenähnlicher  Zellen  aus  MIAMI-Zellen,  deren  elektrophysiologischen
Eigenschaften Parallelen zu denen reifer Neurone zeigten. Darüber hinaus konnte die
Expression  zahlreicher  neuronaler  Marker,  wie  die  von  NeuN,  Neurofilament  und
Synaptophysin, in den differenzierten Zellen nachgewiesen werden (Tatard et al. 2007).
Nach  Anwendung  des  Protokolls  auf  unser  Experiment,  konnten  folgende
morphologische  Veränderungen  mittels  der  Phasenkontrastmikroskopie  beobachtet
werden:
► 1) Wie bereits im Rahmen des modifizierten Zeng-Protokolls beschrieben,
dessen erster Differenzierungsschritt  sich  identisch  mit  dem  des  Tatard-
Protokolls  darstellt,  konnten  in  allen  ZK´s  proliferierende  Populationen  von
rundlichen fibroblastenartigen Zellen beobachtet werden. Hierbei ergab sich in
allen Schalen ein  vermehrter  Anfall  von  Sediment  durch  den  erhöhten
Zellstoffwechsel im Zuge der Differenzierung.
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Es  bleibt  zu  erwähnen,  dass  unsere  Beobachtungen  soweit  mit  denen  des
Originalprotokolls übereinstimmten.
► 2) Nach 48 Stunden unter Medium 2 fanden sich in den Proben aller ZK´s
homogene  Populationen  an  morphologisch  neuronal  differenzierten  Zellen,
welche  sich  in  drei  verschiedene  Typen  einteilen  ließen.  Neben  pyramidal
geformten  Zellen  mit  langen  dünnen  Fortsätzen,  welche  jedoch  keine
terminalen Verzweigungen aufwiesen, konnten auch Zellen mit  sternförmigen
Perikarya und reich verzweigten Neuriten identifiziert  werden.  Zudem fanden
sich in der ZK 57 vermehrt abnorm geformte  Zellen,  deren  Fortsätze  durch
Aussparungen, als Zeichen apoptotischer Aktivität, unterbrochen waren.
Unter Medium 2 zeigte sich demnach die rasche Entwicklung der MSC´s von einer
überwiegend  fibroblastenähnlichen  zu  einer  deutlich  neuronalen  Morphologie.
Ursächlich  für  diese  schnelle  Entwicklung  scheint  die  Kombination  des  antioxidativ
wirkenden β-ME (Grill  und Pixley 1993) mit  dem Neurotrophin NT-3 zu sein.  Unter
dieser Kombination zeigten sich vermehrt pyramidale Zellen, von deren Somata in der
Regel bis zu drei lange Fortsätze ausgingen. 
Ishii  und  Mitarbeiter  (Ishii  et  al.  1993)  konnten  in  Zellkulturversuchen  mit  fetalen
zerebralen  Nervenzellen  der  Maus  bereits  den  positiven  Effekt  von  β-ME  auf  die
Zellviabilität,  -differenzierung  und  das  Wachstum  von  Neuriten  nachweisen.  Sie
mutmaßten, dass β-ME damit ebenso wie die Gruppe der Neurotrophine eine gewisse
trophische Aktivität besitzen muss (Ishii et al. 1993). Verstärkt wird die Wirkung des β-
MEs  zusätzlich  durch  NT-3,  welches  ebenfalls  Proliferation,  Migration  und
Differenzierung unreifer ZNS-Regionen unterstützt (Maisonpierre et al. 1990). 
Zellen vom bipolaren Typ, wie sie im Originalprotokoll auftraten (Tatard et al. 2007),
wurden auch in unseren Versuchen gesehen. Somit konnten wir die Beobachtungen
von Tatard et al. (2007) insoweit bestätigen, als dass die Zugabe von NT-3 u.a. mit
einem verstärkten Neuritenwachstum verbunden war.
Bei  den  MSC´s  des  jüngsten  Spenders  (*1993),  der  ZK  57,  führte  dieser
Differenzierungsschritt  jedoch  zu  einer  erhöhten  Zahl  apoptotischer  Zellen.  Die
verbliebenen  noch  adhärenten  Zellen  zeigten  darüber  hinaus  teilweise  abnorm
geformte,  scharfkantige  Somata  und  diskontinuierliche  Fortsätze.  Eine  Begründung
könnte  womöglich das erhöhte toxische Potenzial  von  β-ME darstellen,  welches  in
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vitro, wie in diesem Beispiel, zu einer Denaturierung von Proteinen des Zytoskeletts
der Zellen geführt haben könnte.
► 3)  Bereits  nach  24  Stunden  unter  dem  dritten  Differenzierungsmedium
zeigten  sich  in  den  Schalen  aller  ZK´s  vermehrt  Komplexe  frei  flottierender
apoptotischer Zellen sowie größere Mengen an Sediment. Noch adhärente  
Zellen,  an  zuvor  dicht  besiedelten  Stellen,  imponierten  mit  unnatürlich
geformten Somata und fragil abzweigenden Neuriten. Ausnahmen stellten die
ZK´s 60 und 82 dar, in welchen noch vermehrt neuronal differenzierte Zellen
gefunden  werden  konnten,  die  zudem  netzwerkartige  Strukturen  mit
anderen Zellen dieser Art auszubilden schienen. 
Nach  Zugabe  des  dritten  Mediums  trat  demnach  das  toxische  Potenzial  dieses
Protokolls deutlich zutage. Wir vermuteten die Ursache für den raschen Zelluntergang
bei  den  synthetischen  Substanzen  VPA  sowie  BHA,  wobei  Letzteres  als
Antioxidationsmittel fungiert (Verhagen et al. 1991). Normalerweise wirkt die VPA über
eine  Hochregulation  neuronaler  Transkriptionsfaktoren,  wie  der  von  NeuroD,
stimulierend  auf  die  neuronale  und  gleichzeitig  inhibierend  auf  die  gliale
Differenzierung (Hsieh et al. 2004). Dieser Wirkmechanismus wird durch die Blockade
von  Histondeacetylasen  vermittelt,  wodurch  eine  Hyperacetylierung  der  Histone
erreicht wird (Göttlicher et al. 2001) und die Affinität dieser zum Phosphatgerüst der
DNA aufgrund von Ladungsverschiebungen abnimmt. Die DNA wird auf diese Weise
für Modifikationen leichter zugänglich gemacht. Zudem entfaltet die Substanz durch die
Inhibition proapoptotischer Faktoren bzw. Proteine einen neuroprotektiven Effekt (Chen
et al. 1999). 
Diese Eigenschaften konnten, bezogen auf die ZK´s 60 und 82, bestätigt werden. Im
Originalprotokoll  fanden sich  bereits  zu Beginn des dritten Differenzierungsschrittes
homogene  Populationen  an  neuronenähnlichen  Zellen  mit  langen  verzweigten
Neuriten, welche im Laufe der Differenzierung an Komplexität und Länge zunahmen
(Tatard et al. 2007).
Gegenteilige Beobachtungen, wie oben bereits angesprochen, konnten wir im Rahmen
unserer Versuche an den ZK´s 57, 68 und 78 machen, sodass nach 48 Stunden unter
Medium 3 eine Modifikation dieses Schrittes durchgeführt werden musste, um einen
Verlust aller Zellen und damit den Abbruch der Versuchsreihen zu vermeiden. Wobei
die  Unausweichlichkeit  eines  Versuchsabbruches  unter  den  zuvor  benannten
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Bedingungen bereits im Rahmen früherer Experimente bestätigt werden konnte. Nach
Elimination  von VPA und  BHA sowie  unter  Beibehaltung  aller  anderen  Faktoren in
gleichen Konzentrationen, ergab sich mit Abschluss des Protokolls eine Regeneration
aller  Zellkulturen.  Die  differenzierten  Zellen  erholten  sich  rasch und  zeigten  gegen
Ende  variable  neuronale  Morphologien.  Neben  Zellen  mit  sternförmig  geformten
Zytoplasmen und langen verzweigungsreichen Neuriten, ließen sich auch pyramidale
Zellen mit kurzen, plumpen Zytoplasmaausziehungen beobachten. Die ausgeprägten
Verzweigungsmuster sowie das Längenwachstum der Neuriten führten wir, wie schon
im  Originalprotokoll  beschrieben,  auf  die  Behandlung  der  Zellen  mit  NT-3  zurück.
Insgesamt konnte die Zahl an apoptotischen Zellen nach Modifikation deutlich reduziert
werden. Wir stellten dennoch die Vermutung an, dass die VPA zu Beginn des letzten
Differenzierungsschrittes, also innerhalb der ersten 48 Stunden, von Bedeutung sein
muss, da die DNA durch diese der neuronalen Differenzierung zugänglicher gemacht
werden kann. In der Folge wurde aber aufgrund des toxischen Potenzials, nach Ablauf
dieser  ersten  48  Stunden,  auf  die  Zugabe  von  VPA und  BHA verzichtet  und  eine
Differenzierung vorwiegend mithilfe der Zytokine und Wachstumsfaktoren präferiert. 
Die  Zugabe  von  Insulin,  Hydrocortison  und  KCl  nach  den  Vorgaben  des
Originalprotokolls diente u.a. der Nährstoffversorgung, dem Aufbau und der Erhaltung
des natürlichen Membranpotenzials der Zellen sowie, im Falle von Hydrocortison, der
physiologischen Aktivierung von MSC´s (Shipunova et al. 2013). Zudem stellt Insulin
einen  neurotrophen  Faktor  dar,  welcher,  ähnlich  wie  EGF,  Einfluss  auf  die
Zellproliferation nimmt (Dikic et al. 1994). Weiterhin wirken höhere Konzentrationen an
extrazellulärem  Kalium  begünstigend  auf  die  Entwicklung  und  das  Überleben  von
neuronalen Zellen in vitro (D´Mello et al. 1993).
5.3.2 Diskussion der molekularbiologischen Ergebnisse der PCR
5.3.2.1 Kanalexpression nach neuronaler  Differenzierung mittels  modifiziertem
Dezawa-Protokoll
Mittels  der  Untersuchung  in  der  PCR  und  anschließender  gelelektrophoretischer
Markerauftrennung,  konnte  die  spezifische  Expression  spannungsabhängiger
Ionenkanäle auf der Genebene der ausdifferenzierten Zellen sichtbar gemacht werden.
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Für  die  Expression  von  Mg  und  Naᵥ1.8  ergab  sich  kein  Unterschied  zu  derer
undifferenzierter  MSC´s.  Veränderte  Expressionsmuster  ergaben  sich  dagegen  für
diverse andere Kanäle. Geordnet nach ZK´s ergaben sich folgende Änderungen in der
Kanalexpression:
►  1)  Nach  Ausdifferenzierung  der  Zellen  der  ZK  82 (*1970)  ergaben  sich
deutliche Änderungen im Expressionsmuster der untersuchten Kanäle. So kam
es  zu  einem  Verlust  der  Expression  von  Naᵥ1.2  und  Naᵥ1.7  sowie  der
Kaliumkanäle Kᵥ1.2 und Kᵥ1.3, welche im Zustand der undifferenzierten MSC´s
noch regelrecht exprimiert worden waren. Morphologisch konnte ein Verlust von
Kanälen jedoch nicht vermutet werden. Denn die ausdifferenzierten Zellen der
ZK präsentierten sich mit  unterschiedlichen neuronalen Morphologien.  Dabei
wurden v.a. Zellen mit schlanken Somata und langen dünnen Fortsätzen, aber
auch  solche  mit  sternförmiger  Konfiguration  und  baumartigen
Verzweigungsmustern beobachtet.
Darüber  hinaus  zeigten  die  Zellen  nach  Differenzierung  die  Expression  des
Ionenkanals  Naᵥ1.9,  welcher  in  den  undifferenzierten  MSC´s  zuvor  nicht
vorhanden war. 
► 2) Die Zellen der ZK 78 (*1929) reagierten auf das Differenzierungsprotokoll
mit einem Verlust der Kanäle Kᵥ1.2 sowie Kᵥ1.3. Als morphologisches Korrelat
dieses Verlustes  fanden  sich  in  dieser  ZK  gegen  Ende  der  Differenzierung
vermehrt tote Zellen, welche durch Ablösung vom Boden der Petrischalen frei
im Medium flottierten.
Allerdings konnte auch hier der Natriumkanal Naᵥ1.9 durch die Differenzierung
hinzugewonnen werden.
► 3) Die ZK 68 (*1937) zeigte nach Differenzierung  in  der  PCR einen  Verlust
von  Kᵥ1.3  sowie  einen  Zugewinn  von  Naᵥ1.9.  Auch  die  Zellen  dieser  ZK
zeigten  morphologisch  neuronale  Optik,  wobei  sogar  die  Ausbildung
netzwerkähnlicher Strukturen gesehen werden konnte.
► 4)  Bei  den  ausdifferenzierten  Zellen  der  ZK 60  (*1937),  konnten  wir  im
Vergleich zum undifferenzierten Zustand eine fehlende Expression für Naᵥ1.1,
Naᵥ1.6  und  Caᵥ1.2  beobachten.  Auch  hier  wurden  morphologisch
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neuronenähnliche Zellen variabler Ausprägung gefunden, wodurch  der  Verlust
der Natriumkanäle und des Kalziumkanals somit nicht erklärt werden kann.
► 5) Nach Ausdifferenzierung kam es im Expressionsmuster der ZK 57 (*1993)
zu keiner Veränderung verglichen mit den Zellen im undifferenzierten Zustand.
Dieses PCR-Ergebnis deckt sich auch mit der Morphologie der Zellen vor der
Zellerntung.  Denn  hierbei  konnten  wir  vermehrt  kleine  rundliche  bis
sternförmige Zellen ausmachen, deren kurze Fortsätze eine gewisse Fragilität
und Diskontinuität  als  Zeichen  des  toxischen  Stresses  und  des
Zelluntergangs aufwiesen.
Im Rahmen dieser Versuchsreihe ist der Zugewinn des Kanals Naᵥ1.9 in den ZK´s 82,
78 und 68 insgesamt als positiv zu vermerken. Zu beachten ist jedoch, dass sowohl die
ZK´s  82  und  68,  welche  sich  nach  Ausdifferenzierung  mit  einer  guten
neuronenähnlichen Morphologie auszeichneten, den Kanal ebenso neu exprimierten,
wie  die  ZK 78,  welche  wiederum einen  erhöhten  Anteil  toter  Zellen  nach  erfolgter
Differenzierung aufwies. Negativierend hinzu kommt der Verlust von Kaliumkanälen in
eben genannten ZK´s (ZK 82, 78, 68) sowie einiger Natriumkanäle (ZK 82, 60), wobei
dieser Verlust keiner Regelmäßigkeit zu folgen scheint. So fand sich in der ZK 82 ein
negatives Ergebnis für die Expression der Kanäle Naᵥ1.2 und Naᵥ1.7, während in der
ZK  60  ein  Verlust  von  Naᵥ1.1  und  Naᵥ1.6  beobachtet  werden  konnte.  Beide  ZK´s
zeigten jedoch morphologisch neuronenähnliche Zellen variabler Gestalt. Eine weitere
Modifikation  des  Differenzierungsprotokolls  und  vorheriger  Arbeitsschritte  scheint
angebracht,  um  u.a.  interindividuelle  Unterschiede  der  Spender-MSC´s  zu
überbrücken.
5.3.2.2  Kanalexpression nach neuronaler Differenzierung mittels modifiziertem
Zeng-Protokoll
Untersuchungen im Rahmen des Originalversuchs von Zeng und Mitarbeitern (Zeng et
al. 2011) zeigten eine Expression der untersuchten Kanäle (Naᵥ1.6, Kᵥ1.2 und Kᵥ1.3,
Caᵥ1.2) sowohl in den undifferenzierten, als auch in den differenzierten Zellen. Darüber
hinaus wurden die Kanäle  Naᵥ1.6,  Kᵥ1.2  und Kᵥ1.3 in  den differenzierten Zellen  in
gesteigertem Maße exprimiert (Zeng et al. 2011).
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Nach  Abschluss  unseres  modifizierten  Differenzierungsprotokolls  und  der
Untersuchung der cDNA der ausdifferenzierten Zellen in der PCR, ergaben sich für die
Kanäle Mg, Naᵥ1.8 sowie Caᵥ1.2 in allen ZK´s dieselben Expressionsmuster wie in den
undifferenzierten MSC´s. Die Abweichungen werden in der Folge aufgeführt:
► 1) In der ZK 82 (*1970) wurde nach Ausdifferenzierung der Verlust von Kᵥ1.2
und Kᵥ1.3 beobachtet. Dafür zeigten die Zellen in der PCR aber eine positive
Bande für Naᵥ1.9.
► 2) Die Expressionsmuster für die untersuchten Kanäle  aller anderen ZK´s
(ZK 78, 68, 60, 57) stellten sich als identisch heraus. Auffällig erschien dabei
ihre Negativität  für  Naᵥ1.1 sowie die Kaliumkanäle Kᵥ1.2 und Kᵥ1.3.  Obwohl
Naᵥ1.1 zuvor in den undifferenzierten  MSC´s  der  ZK´s  57,  60  und  78
exprimiert worden war. Auch beide  Kaliumkanäle  hatten  zuvor  ein  positives
Expressionsmuster in den ZK´s 68 und  78.  In  der  ZK  60  wurde  in  den
undifferenzierten MSC´s zuvor zumindest Kᵥ1.2 exprimiert.
Zudem konnte aber auch der Zugewinn von Naᵥ1.9 in den ZK´s 57, 68 und 78
beobachtet werden. Die ZK 60 war bereits im undifferenzierten Zustand positiv
für Naᵥ1.9 gewesen. 
Trotz  der  fehlenden  Kaliumkanäle,  zeigten  die  Zellen  aller  ZK´s  am  Ende  der
Ausdifferenzierung  gute  neuronenartige  Morphologien.  Sogar  die  Ausbildung  von
Wachstumskegeln an den Terminalen von Neuriten konnte, besonders in der ZK 78,
beobachtet werden. In der ZK 60 waren zudem netzwerkartige Strukturen erkennbar. 
Es fand sich in unseren Untersuchungen demnach keine Übereinstimmung zwischen
einer  neuronalen  Morphologie  und  der  Funktionalität  der  Zellen  in  Form  einer
entsprechenden Kanalexpression.
Insgesamt konnte das Ergebnis des Originalversuchs von Zeng et al. (2011) für die
Kanäle Kᵥ1.2 und Kᵥ1.3, welche nach Ausdifferenzierung in allen ZK´s verloren gingen,
nicht  bestätigt  werden.  Die  Modifikation  des  Originalprotokolls  unsererseits  führte
bezüglich der Kaliumkanalexpression demnach zu einem negativen Ergebnis.
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5.3.2.3 Kanalexpression nach neuronaler Differenzierung mittels Tatard-Protokoll
Die Auswertung der PCR-Ergebnisse ergab für die Zellen, welche nach dem Tatard-
Protokoll  ausdifferenziert  wurden,  identische  Expressionsmuster  zu  denen
undifferenzierter MSC´s für die Primerpaare von Mg und Naᵥ1.8.
In  keinem  der  anderen  Protokolle  divergierten  die  einzelnen  Expressionsmuster
zwischen den untersuchten ZK´s so weit auseinander wie in diesem, sodass für die
Differenzierung  der  Zellen  unter  diesem  Protokoll  die  „Alles-oder-nichts-Regel“
angewendet  werden  kann.  Wie  zuvor  in  der  Diskussion  der  morphologischen
Ergebnisse  beschrieben,  trat  auch  im  Rahmen  der  molekularbiologischen
Untersuchungen  das  toxische  Potenzial  dieses  Protokolls  zutage.  Die  einzelnen
Ergebnisse sind in der Folge aufgeführt:
► 1) Die  ZK 82 (*1970) war durch den Verlust von Naᵥ1.1, Kᵥ1.2 und Kᵥ1.3
geprägt. Ein schwächeres Expressionsmuster als im undifferenzierten Zustand
fand  sich  zudem  für  den  Kanal  Naᵥ1.2.  Lediglich  Naᵥ1.9  wurde  nach
Differenzierung zusätzlich exprimiert.
► 2) Die Ausdifferenzierungen der ZK´s 57 (*1993) und 60 (*1937) ergaben im
Ergebnis dieselben Expressionsmuster, welche durch die fehlende Expression
beider Kaliumkanäle, Kᵥ1.2 und Kᵥ1.3, gekennzeichnet waren. Wobei die Zellen
der ZK 60 Kᵥ1.2 im undifferenzierten Zustand zuvor noch exprimierten. Hinzu
kam das positive Expressionsmuster für Naᵥ1.9 in der ZK 57.
► 3) Eine erfolgreiche Differenzierung der  ZK 78 (*1929) konnte, neben den
morphologischen  Ergebnissen  der  Phasenkontrastmikroskopie,  auch  in  der
PCR nachgewiesen  werden,  da  die  Expression  aller  Kanäle  des
undifferenzierten Zustandes auch in den differenzierten Zellen positiv ausfiel.
Hinzu kam außerdem eine positive Bande für Naᵥ1.9, sodass die Zellen, bis auf
den Kanal Naᵥ1.8, alle Kanäle exprimierten.
► 4) Enttäuschende PCR-Ergebnisse lieferte die ZK 68 (*1937), in welcher ein
Verlust  aller  zuvor  vorhandenen  Natrium-  und  Kaliumkanäle  sowie  des
Kalziumkanals Caᵥ1.2 beobachtet werden konnte.
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Obwohl am Ende der Differenzierungsphase alle ZK´s Zellen mit neuronenähnlicher
Morphologie zeigten, wurde durch die molekularbiologische Untersuchung das Ausmaß
der jeweiligen Schädigungen deutlich. Ein eindrucksvolles Beispiel bietet hierbei die ZK
68, in welcher keiner der vorher detektierten Natrium-, Kalium- oder  Kalziumkanäle
mehr  exprimiert  wurde.  Auch die  ZK´s 60 und 82 zeichneten sich v.a.  durch ihren
Verlust an Kaliumkanälen aus. Dagegen konnte die ZK 78 ein positives Beispiel für
eine  neuronale  Differenzierung  liefern,  da  hier  die  morphologischen  mit  den
funktionellen Eigenschaften der Zellen übereinstimmten. 
Die  individuellen  Eigenschaften  der  Spender-MSC´s  scheinen  mitunter  im  Rahmen
dieses Protokolls zum Tragen zu kommen. 
5.4 Neuronale (Trans-)Differenzierung versus Artefakt
Im  Rahmen  unserer  Untersuchungen  erscheint  die  Diskrepanz  zwischen
morphologischen  und  molekularbiologischen  Ergebnissen  als  offensichtlich,  was
besonders  eindrucksvoll  in  der  ZK  68  nach  Tatard  beobachtet  werden  konnte,  in
welcher  nach  Ausdifferenzierung  trotz  guter  Zellmorphologie  ein  Verlust  aller  zuvor
exprimierten  Natrium-,  Kalium-  und  Kalziumkanäle  beobachtet  wurde.  Davon
abgesehen konnte keine ZK, unabhängig vom verwendeten Differenzierungsprotokoll,
alle von uns untersuchten Marker exprimieren. 
Eine Ausnahme stellte die ZK 78 nach Tatard dar, welche bis auf den Kanal Naᵥ1.9 die
Expression aller  anderen Kanäle zeigte.  In diesem Zusammenhang stellen sich die
folgenden Fragen:
► Was  kann  als  Ursache  dieser  Diskrepanz  zwischen  Morphologie  und
molekularbiologischen Ergebnissen angenommen werden? 
► Weshalb kommt es im Rahmen der Differenzierung größtenteils zu einem
Verlust von Natrium- und Kaliumkanälen?
► Konnte mithilfe der unterschiedlichen Protokolle eine (Trans-)Differenzierung
der  MSC´s  in  funktionale  Neurone  erreicht  werden  oder  stellt  die
morphologische Veränderung der Zellen lediglich einen Artefakt der Zellkultur
dar?
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► Welche  Konsequenzen  ergeben  sich  aus  unseren  Ergebnissen  für  die
weitere Forschung und Klinik?
5.4.1 Der Verlust von Ionenkanälen in differenzierten Zellen
In  der  Literatur  finden  sich  zahlreiche  Hinweise  auf  eine  Herunterregulation  von
Ionenkanälen nach schädigenden Einflüssen. 
So  konnten  Cummins  und  Waxman  (1997)  zeigen,  dass  sich  die  Dichte  an  TTX-
resistenten Natriumkanälen nach Axotomie spinaler Neurone deutlich reduzierte. Diese
Herunterregulation von TTX-resistenten Natriumkanälen, wie der von Naᵥ1.9, resultiert
vermutlich aus der fehlenden Freisetzung von peripherem GDNF nach Axotomie (Dib-
Hajj  et  al.  2002;  Fjell  et  al.  1999).  Dieser  Vorgang  scheint  beispielsweise  für  die
Neuprogrammierung  und  Übererregbarkeit  von  DRG-Neuronen  in  der  Folge  von
Nervenverletzungen relevant zu sein und stellt  einen wichtigen Mechanismus in der
Schmerzwahrnehmung dar (Dib-Hajj et al. 2002).
In  unseren  Versuchen  konnte  hingegen  eine  Hochregulation  von  Naᵥ1.9  durch die
verschiedenen Differenzierungsprotokolle  erreicht  werden,  was einem schädigenden
Einfluss der drei Protokolle zuwiderläuft. So zeigten die Zellen aller ZK´s, welche nach
dem modifizierten Zeng-Protokoll  differenziert  wurden,  eine Expression von Naᵥ1.9.
Ähnlich gute Erfolge zeigten sich aber auch im Rahmen der beiden anderen Protokolle.
Auch der alleinige Einfluss von GDNF auf die Expression des Kanals, wie sie oben
angesprochen wurde, konnte im Rahmen unserer Versuche nicht bestätigt werden, da
dieser Faktor allein im modifizierten Dezawa-Protokoll zugegeben wurde.
Der  Kanal  Naᵥ1.9  konnte  durch Blum et  al.  (2002)  als  BDNF-abhängiger  Kanal  in
Neuronen des Hippocampus identifiziert werden. Sodass eine mögliche Erklärung für
seine Expression in unseren Versuchen die Zugabe von BDNF im Rahmen der letzten
Differenzierungsschritte sein könnte.  Denn sowohl  BDNF, als auch NGF, sind dafür
bekannt die elektrische Aktivität durch vermehrte Expression von Natriumkanälen zu
steigern (McAllister et al. 1999; Toledo-Aral et al. 1997).
Eine weitere Theorie zur Regulation von Natriumkanälen wurde durch Peréz-Pinzón  et
al.  (1992)  aufgestellt.  Die  Forschungsgruppe  fand  heraus,  dass  es  im  isolierten
Kleinhirn der Schildkröte unter anoxischen Bedingungen zu einer Herunterregulation
von spannungsabhängigen Natriumkanälen kam (Pérez-Pinzón et al. 1992). 
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Zwar wurden unsere Proben in Brutschränken mit einem Anteil von 6% CO2 inkubiert,
anoxische Bedingungen wurden dabei jedoch zu keinem Zeitpunkt erreicht, sodass ein
Mangel an Sauerstoff in unseren Experimenten nicht für den Verlust der Natriumkanäle
verantwortlich sein kann.
Obwohl Fjell und Kollegen (Fjell et al. 1999) in ihren Versuchen mit DRG-Neuronen
den  Faktoren  NGF  und  v.a.  GDNF  besondere  Rollen  in  der  Hochregulation  und
Wiederherstellung von Naᵥ1.8 nach Nerventransektion zusprachen, konnten die Effekte
dieser  Faktoren  auf  die  Expression  von  Naᵥ1.8  in  unseren  Versuchen  nicht
nachgewiesen werden. Denn dieser Kanal wurde zu keinem Zeitpunkt von einer der
untersuchten  Proben  exprimiert.  Hierbei  sollte  allerdings  die  sehr  spezialisierte
Expression  von  Naᵥ1.8  angemerkt  werden.  So  konnte  der  Kanal  lediglich  in
sensorischen  Neuronen  von  Spinal-  und  Trigeminalganglien  (Akopian  et  al.  1999;
Djouhri  et  al.  2003)  sowie  in  menschlichem  Hoden-,  Plazentagewebe  und  in
Spermatozoen (Cejudo-Román et al. 2013; Pinto et al. 2009) nachgewiesen werden.
Die Wahrscheinlichkeit mithilfe der verwendeten Protokolle solch spezialisierte Zellen
zu differenzieren, welche zusätzlich den Natriumkanal Naᵥ1.8 exprimieren, erscheint
somit verschwindend gering zu sein.
Ott und Mitarbeiter (Ott et al. 2004) beobachteten wiederum eine Herrunterregulation,
sowohl  von  Kalzium-,  als  auch  von  Natrium-  und  Kaliumkanälen,  nach  der
Verpflanzung von Myoblasten der Skelettmuskulatur in infarzierte Myokardanteile der
Ratte. Sie mutmaßten, dass sich der schädigende Einfluss der Umgebung negativ auf
die Expression der Kanäle in den Myoblasten auswirkte. In der Zellkultur kam es nach
maximal  6  Wochen  zu  einer  Wiederherstellung  des  ursprünglichen  Zustandes  der
Zellen mit erneuter Expression der Ionenkanäle. (Ott et al. 2004)
Damit könnte, bezogen auf unsere Versuche, der schädigende Einfluss der neuronalen
Induktionsmedien wieder wahrscheinlicher werden. Demnach ist davon auszugehen,
dass die Kombination der verschiedenen Faktoren der jeweiligen Medien nicht dem
Milieu  der  natürlichen  Nische  der  neuronalen  Differenzierung  in  vivo entspräche,
sodass  die  Zellen  in  unseren  Versuchen  auf  diese,  als  Zeichen  ihrer  Schädigung,
überwiegend mit einem Verlust von Natrium- und Kaliumkanälen reagierten.
Eine  weitere  Hypothese  zur  Herunterregulation  transienter  Kaliumkanäle  in  den
distalen  Dendriten  pyramidaler  Cornu  ammonis  Area  1-(CA1)-Neurone  des
Hippocampus geht davon aus, dass dieser Prozess mit der Aktivierung der PKA und
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Proteinkinase  C  (PKC)  sowie  der  nachfolgenden  Steigerung  der  Zellerregbarkeit
zusammenhängt (Hoffman und Johnston 1998). Auch in unseren Experimenten kam
Forskolin zur Steigerung der intrazellulären cAMP-Konzentration zum Einsatz. cAMP
dient  der  Zelle  als  sog.  „second messenger“  zur  Aktivierung der  PKA (Brindle  und
Montminy 1992;  Harootunian et  al.  1993;  Seamon et  al.  1981).  Demnach führt  ein
vermehrtes Anfallen von cAMP auch zu einer gesteigerten Aktivierung der PKA. Vor
allen  Dingen  in  unserem  modifizierten  Zeng-Protokoll,  welchem  ab  dem  zweiten
Differenzierungsmedium 4 µM Forskolin zugegeben wurde, zeigte die PCR keinerlei
Expression für die Kaliumkanäle Kᵥ1.2 und Kᵥ1.3, obwohl diese, ausgenommen in der
ZK 57 bzw. von Kᵥ1.3 in der ZK 60, im undifferenzierten Zustand vorhanden waren.
Auch im Rahmen der beiden anderen Protokolle ließ sich in den Zellen der meisten ZK
´s ein  Verlust  der  Kaliumkanäle  nach Forskolingabe nachweisen.  Somit  spricht  der
vollständige Verlust der Kaliumkanäle für einen schädigenden Einfluss der Protokolle,
wohingegen Hoffman und Johnston (1998) lediglich eine Herunterregulierung dieser
Kanäle mit nachfolgender Steigerung der Zellerregbarkeit beschrieben. 
Auch im Originalversuch von Zeng und Kollegen (Zeng et al. 2011) konnte ein solcher
Kanalverlust  nicht  beobachtet  werden,  welcher  jedoch  durch  unsere  Protokoll-
Modifikation, also mit der Zugabe von Forskolin ab Medium 2, begründet sein könnte.
Die übrigen Kanäle, in Form von Naᵥ1.6 und Caᵥ1.2, wie sie auch durch Zeng et al.
(2011) untersucht wurden, zeigten sich ebenso im Rahmen unserer PCR als positiv.
Auch  Kim et  al.  (2002b)  wiesen  eine  Herunterregulierung  von  u.a.  Kᵥ1.2  in  DRG-
Neuronen nach chronischer Nervenschädigung des Nervus ischiadicus der Ratte nach.
Sie vermuteten, dass diese Reduktion der Kaliumströme zu einer (Über-)Erregung des
geschädigten Nervs beitragen könnte (Kim et al. 2002b). Es kann gemutmaßt werden,
dass die Eineingung des Nervs in vivo zur Ischämie mit nachfolgender Produktion und
Freisetzung  von ROS beigetragen  haben  könnte,  welche  die  DRG-Neurone  in  der
Folge schädigten und zu einer reflektorischen Herrunterregulation der Kaliumkanäle
führte.  Übertragen  auf  unser  Experiment  könnte  dies  einer  Schädigung  der  Kultur
durch die zum Teil toxischen Elemente der Differenzierungsmedien entsprechen. Auch
hier  könnte  es  womöglich  in  der  Folge  zur  Freisetzung  von  ROS  und  damit  zur
Schädigung der Zellen gekommen sein. Dabei bleibt jedoch die 1:1 Übertragung einer
Schädigung in vivo auf die einer in vitro-Kultur fraglich.
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Neben all den Argumenten, welche vordergründig für eine Schädigung unserer Zellen
durch die Differenzierungsmedien sprechen, findet sich aber auch ein Beispiel einer
erfolgreich differenzierten ZK im Rahmen unserer PCR. 
So exprimierte die ZK 78 (*1929), nach erfolgter Ausdifferenzierung nach dem Tatard-
Protokoll,  alle  von  uns  untersuchten  Ionenkanäle.  Eine  Ausnahme stellt  dabei  der
Kanal Naᵥ1.8 dar, welcher aufgrund seines spezialisierten Vorkommens jedoch vorerst
vernachlässigt werden kann. Obwohl die MSC´s dieser ZK von dem ältesten Spender
innerhalb unseres Versuches stammten, konnte ein positives Ergebnis erzielt werden.
Möglicherweise  macht  sich  in  diesem Zusammenhang der  positive  Effekt  der  VPA
bemerkbar, welche als HDAC-Inhibitor eine Hyperacetylierung von Histonen erreicht
(Göttlicher et al. 2001) und so durch die weniger eng gepackte DNA eine Modifikation
derselben erleichtert. Dieser Mechanismus scheint v.a. bei MSC´s älterer Spender von
Vorteil zu sein. Leider konnte dieser Effekt im Rahmen unserer Tatard-Differenzierung
bei der ZK 60 (*1937) nicht in vollem Umfang und bei der ZK 68 (*1937) in keinem
Maße nachgewiesen werden. 
Die ZK 68 imponierte,  nach Ausdifferenzierung mit  dem Tatard-Protokoll,  sogar  mit
einem Verlust fast aller Kanäle, mit Ausnahme von Mg. Ursächlich für dieses Beispiel
sowie  für  die  fehlende Expression von Kalium-  und Natriumkanälen in  den MSC´s
älterer Spender (ZK 60, 68 und 78), welche nach den von uns verwendeten Protokollen
ausdifferenziert  wurden,  könnte auch die  schwindende Multipotenz und Fitness der
Zellen selbst sein, welche folglich mit zunehmendem Alter abnehmen (Stolzing et al.
2008).
Trotz  der  Eigenschaften  von  NGF,  BDNF  und  NT-3,  welche  in  unterschiedlichen
Konstellationen  den  von  uns  verwendeten  Protokollen  zugesetzt  wurden,  um  die
Expression von spannungsabhängigen Ionenkanälen zu steigern und damit auch die
elektrische Erregbarkeit der Zellen zu verbessern, zeigte sich in unseren Versuchen
zumeist  ein  gegenteiliger  Effekt,  was  wiederum  auf  die  potenzielle  Toxizität  der
Substanzen hinweist.  Denn abgesehen von der vermehrten Expression von Naᵥ1.9,
kam es überwiegend zu einem Verlust von Natriumkanälen, wie z.B. dem Naᵥ1.1 in den
Zellen, welche nach modifiziertem Zeng-Protokoll  differenziert  wurden, und vielmehr
noch zu einem Verschwinden der Kaliumkanäle in der Mehrheit der ausdifferenzierten
ZK´s aller drei Protokolle. 
Auch die  bereits  angesprochene Heterogenität  der  Spender-MSC´s scheint  an den
voneinander abweichenden Kanal-Expressionsmustern der einzelnen ZK´s innerhalb
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eines Protokolls teilzuhaben. Darüber hinaus scheinen auch Vorerkrankungen, welche
den Knochenstoffwechsel negativ beeinflussen, von individueller Relevanz zu sein.
Neben dem positiven Ergebnis bezüglich des Neuauftretens des Natriumkanals Naᵥ1.9
in der Mehrheit der nach den drei Protokollen ausdifferenzierten ZK´s, überwiegt im
Ergebnis dennoch der Verlust der Kaliumkanäle Kᵥ1.2 und Kᵥ1.3, ob in Kombination
oder  isoliert,  sowie  der  teilweise  Verlust  von  Kalzium-  und  unterschiedlichen
Natriumkanälen.  Wobei  das  negative  Expressionsmuster  von  Naᵥ1.1  v.a.  nach  der
Differenzierung  im  Rahmen  des  modifizierten  Zeng-  und  Dezawa-Protokolls  am
auffälligsten erscheint. 
Danach würde der schädigende Einfluss dieser Protokolle den positiven Effekt auf die
neuronale Entwicklung von MSC´s überwiegen.
5.4.2 Neuronale Differenzierung als Artefakt 
Bereits  seit  einigen  Jahren  werden  immer  mehr  Stimmen laut,  die  sich  gegen  die
Möglichkeit einer (Trans-)Differenzierung von MSC´s in funktionstüchtige Nervenzellen
aussprechen  (Barnabé  et  al.  2009;  Croft  und  Przyborski  2006;  Lu  et  al.  2004;
Neuhuber  et  al.  2004;  Zurita  et  al.  2008)  und auch  die  Ergebnisse  unserer  Arbeit
könnten  auf  eine  mögliche  artifizielle  Differenzierung  der  MSC´s  in  Zellen  mit
neuronaler  Morphologie,  jedoch  ohne  die  entsprechende  neuronentypische
Kanalausstattung, hinweisen.
So verwendeten Neuhuber und Kollegen (Neuhuber et al. 2004) zur Kultivierung und
neuronalen Differenzierung von MSC´s der Ratte ein Protokoll von Woodbury et al.
(2002),  welches  2%  DMSO,  100  µM  BHA,  10  µM  Forskolin,  2  mM  VPA,  5  U/ml
Heparin, 5 nM K252A, 25 mM KCl, 1x N2-Supplement, 10 ng/ml PDGF und 10 ng/ml
bFGF beinhaltete.  Nach der  Behandlung zeigten die  Zellen  schnell  eine neuronale
Morphologie  mit  der  Ausbildung  neuritenartiger  Fortsätze.  Diese  morphologischen
Änderungen führten die Forscher aber nicht auf eine neuronale Differenzierung dieser
Zellen zurück, sondern viel mehr auf die Schädigung ihres Aktin-Zytoskeletts auf dem
Boden des chemischen Induktionsmediums. Danach wurde die Bildung neuritenartiger
Fortsätze nicht  etwa durch ein  mikrotubuliassoziiertes aktives  Auswachsen bedingt,
sondern  entstand  durch  Retraktion  des  Zytoplasmas  aufgrund  von  F-Aktin-
Depolymerisation. In den entsprechenden time-lapse Studien zeigten diese Fortsätze
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im  Verlauf  weder  eine  gewisse  Motilität,  noch  eine  weitere  Ausbreitung.  Um  ihre
Hypothese weiter zu unterstützen behandelten die Forscher undifferenzierte MSC´s mit
DMSO und anderen Agenzien, wie Cytochalasin-D (Cyto-D) und Latrunculin-A (Lat-A),
welche eine Depolymerisierung der Aktinfilamente fördern. In der Folge konnte auch
hier  die  Ausbildung  entsprechender  neuritenartiger  Fortsätze  beobachtet  werden.
Darüber hinaus reagierten die Zellen rasch mit der Expression neuronaler (Nestin) und
glialer Marker (GFAP). In der gleichen Weise reagierten aber auch Fibroblasten der
Ratte auf oben genannte chemische Induktion zur neuronalen Differenzierung, sodass
die  Wissenschaftler  die  Förderung  einer  abnormen  Genexpression  aufgrund  der
chemischen  Faktoren  als  Ursache  der  Markerexpression  annehmen  konnten.
Schlussfolgernd sahen sie die Ausbildung eines neuronalen Phänotyps als Ausdruck
eines Artefakts durch die toxischen Eigenschaften der Differenzierungsfaktoren BHA
und DMSO. (Neuhuber et al. 2004)
Auch in unserer Versuchsreihe mit dem Protokoll von Tatard et al. (2007) kam es zur
Anwendung  von  BHA  im  letzten  Differenzierungsmedium.  Wie  oben  bereits
beschrieben,  kam es hierunter  zur  vermehrten Apoptose der  Zellen,  sodass in  der
Folge eine Modifizierung des Mediums mit Verzicht auf BHA und VPA erfolgen musste.
Somit wurde von uns der schädigende Einfluss durch chemische Faktoren ebenfalls
gesehen.
Bezugnehmend  auf  die  Expression  neuronaler  Proteine  nach  stattgehabter
Differenzierung  zeigte  sich,  dass  bereits  MSC´s  im  undifferenzierten  Zustand  ein
positives  Expressionsmuster  für  zahlreiche  neuronale  Marker  aufweisen.  So
beobachteten Woodbury und Mitarbeiter (Woodbury et al. 2002; Woodbury et al. 2000)
beispielsweise die Expression von GFAP, NeuroD und NSE in undifferenzierten MSC´s.
Und auch Nestin  konnte in  undifferenzierten MSC´s nachgewiesen werden (Wislet-
Gendebien et al. 2005). 
Eindrucksvoll  zeigten  sich  zudem  die  Ergebnisse  von  Tondreau  und  Kollegen
(Tondreau et al. 2004b), welche mithilfe molekularbiologischer Untersuchungen zeigen
konnten,  dass  undifferenzierte  MSC´s  bereits  Proteine  unreifer  Nervenzellen,  wie
Nestin  und  TuJ-1,  exprimieren.  Nach  weiteren  fünf  Passagen  ohne  spezifische
Induktion  zeigten die  MSC´s  positive  Expressionsmuster  für  weitere  neuronale  und
gliale  Marker,  wie  beispielsweise  für  TH,  MAP-2  und  GFAP.  Die  Forscher
schlussfolgerten, dass die Expression neuronaler Marker in undifferenzierten MSC´s
als Zeichen ihrer Multipotenz verstanden werden kann, welche die Grundlage für eine
neuronale Differenzierung darstellt. (Tondreau et al. 2004b)
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Diese Untersuchungen zeigen aber auch, dass der Nachweis neuronaler oder glialer
Proteine  in  differenzierten  MSC´s  nicht  allein  als  Indikator  für  eine  erfolgreiche
Differenzierung  in  Richtung  der  neuronalen  Linie  gesehen  werden  kann.  Darüber
hinaus erscheint auch das Zeitintervall von wenigen Tagen, in welchem die MSC´s dem
jeweiligen Differenzierungsmedium ausgesetzt sind, als zu kurz für die Induktion bzw.
transkriptionelle Regulation von neuronenspezifischen Genen (Lu et al. 2004).
Auch in unseren Untersuchungen zeigte sich, dass die undifferenzierten Spender-MSC
´s bereits  ein breites Spektrum an spannungsabhängigen Ionenkanälen,  welche im
Rahmen  der  Entstehung  von  Aktionspotenzialen  eine  wichtige  Rolle  spielen,
exprimierten.  Obwohl  den  Zellen  damit  primär  ihr  multipotentes  Potenzial
nachgewiesen wurde, verloren sie jedoch, anders als erwartet, einige der Kanäle im
Laufe der neuronalen Ausdifferenzierung. Die mangelnde Expression kann auch hier
erneut  das  toxische  Potenzial  der  Differenzierungsmedien  unterstreichen.  Darüber
hinaus kann sie zudem einen Ausdruck interindividueller  Anpassungsreaktionen der
einzelnen Spender-MSC´s auf die veränderten Kulturbedingungen darstellen. Auch die
mangelnde  Fitness  sowie  das  Alter  der  Spender-MSC´s scheinen  hierbei  tragende
Rollen zu spielen.
Weitere Erkenntnisse wurden von Lu und Mitarbeitern (Lu et al. 2004) beschrieben.
Auch diese Forschungsgruppe verwendete zur neuronalen Induktion von MSC´s ein
Differenzierungsprotokoll, welches zuvor durch Woodbury et al. (2000) etabliert wurde.
Die  auf  diese  Weise  differenzierten  Zellen  imponierten  zwar  mit  einer  neuronalen
Morphologie sowie mit der Expression neuronaler Marker, aber auch Lu und Kollegen
führten  diese  Ergebnisse  auf  Veränderungen  im  Zytoskelett  zurück,  welche  zum
Schrumpfen der  Zellen beitrugen und somit  keine geregelten Schritte  im zellulären
Differenzierungsprozess  darstellen  konnten.  Als  ursächlich  nahmen  die
Wissenschaftler das toxische Potenzial des Differenzierungsmediums an. Dafür sprach
zum Einen, dass eine verlängerte Inkubation der Zellen in Medien, welche β-ME bzw.
BHA/DMSO enthielten, zu einer erhöhten Anzahl an apoptotischen Zellen führte. Zum
Anderen konnten die Wissenschaftler  dieses Phänomen auch bei diversen anderen
Zelltypen,  wie  an  primären  Fibroblasten  der  Ratte,  HEK-293  und  PC-12-Zellen,
nachweisen.  Um  die  Ursächlichkeit  chemischer  Agenzien  für  eine  neuronale
Morphologie  nachzuweisen,  inkubierten  die  Forscher  MSC´s  mit  verschiedenen
chemischen  Stressoren,  wie  Tween  20,  Triton  X-100  und  Polybren.  Bereits  nach
wenigen  Stunden  unter  diesen  Agenzien  zeigten  sich  deutliche  morphologische
Veränderungen  der  MSC´s  hin  zu  einer  pseudoneuronalen  Gestalt.  Die  Zellen
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zeichneten sich durch runde bis pyramidale Zellkörper und lange Fortsätze aus. Damit
wurde  gezeigt,  dass  die  morphologischen  Veränderungen  der  Zellen  eine  zelluläre
Antwort auf chemischen Stress repräsentierten. (Lu et al. 2004)
Ebenfalls  Zellen  mit  pyramidalen  Zellkörpern  und  langen  Fortsätzen  konnten  wir
vermehrt nach Ausdifferenzierung mithilfe der Protokolle nach Zeng (modifiziert) und
Tatard beobachten. Dabei könnte der kleine Zellkörper Ausdruck einer Retraktion des
Zytoplasmas  sein,  bei  welcher  Teile  des  Zytoplasmas  als  Pseudofortsätze
zurückbleiben und möglicherweise als Neuriten imponieren könnten. Denn sowohl im
Protokoll nach Tatard, als auch nach der Differenzierung mittels modifiziertem Zeng-
Protokoll,  zeigten sich schädigende Einflüsse nach der Zugabe von  β-ME/BHA bzw.
durch die Kombination von Edaravone mit den übrigen Faktoren.
Auch Barnabé et al. (2009) sprachen sich nach chemischer Induktion ihrer MSC´s, in
Anlehnung  an  das  Protokoll  von  Woodbury  (Woodbury  et  al.  2000),  gegen  eine
neuronale Transdifferenzierung und vielmehr für eine toxische Schädigung der Zellen
aus. Was sie, ebenso wie Lu et al. (2004), auch an einer erhöhten Apoptoserate (>
50%)  24  Stunden  nach  Beginn  der  Induktion  festmachten.  Zudem  stellten  sie  die
Hypothese auf,  dass die Veränderungen im Zytoskelett  differenzierter  MSC´s durch
Unterbrechungen im Redoxkreislauf der Zellen bedingt sein könnten. Diese Annahme
konnte  durch  die  Messung  erhöhter  Mengen  an  intrazellulärem  Cystein  nach
chemischer  Induktion  belegt  werden.  Gegen  eine  Transdifferenzierung  der  Zellen
sprachen  weiterhin  die  negativen  Ergebnisse  in  den  elektrophysiologischen
Untersuchungen.  Hierbei  konnten  weder  Kalium-,  oder  Natriumströme  noch
Aktionspotenziale  gemessen  werden.  Auch  ein  Verlust  von  funktionellen
spannungsabhängigen Ionenkanälen,  verglichen mit  denen in  fetalen Neuronen der
Ratte, wurde von den Wissenschaftlern im voltage-clamp beschrieben. (Barnabé et al.
2009)
Auch wir konnten in der PCR einen Verlust von spannungsabhängigen Ionenkanälen in
den  differenzierten  Zellen  beobachten.  Eine  Ausdifferenzierung  von  reifen,
funktionsfähigen  Neuronen  aus  MSC´s  mithilfe  der  von  uns  verwendeten
Differenzierungsprotokolle  ist  damit  zu  verneinen,  da  eine  neuronenähnliche
Morphologie  als  alleiniges  Merkmal  für  eine  erfolgreiche  Transdifferenzierung  der
Zellen nicht ausreicht.
Croft  und  Przyborski  (2006)  schlussfolgerten  zudem,  dass  die  Entwicklung  eines
neuronalen  Phänotyps  auf  zellulären  Stress  zurückzuführen  sei,  welcher  durch die
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Entfernung der MSC´s aus ihrer natürlichen Umgebung mit nachfolgender Kultivierung
in  einem fremden Milieu  bedingt  sein  könnte.  Hierfür  wurden  die  MSC´s  in  einem
Medium, bestehend aus DMEM, N2-Supplement und 20 ng/ml bFGF, differenziert. Die
Wissenschaftler  konnten  darüber  hinaus  einen  Zusammenhang  zwischen  der
Depolymerisierung des Aktins und der Expression neuronaler Proteine finden, welche
nicht  mit  der  Proteinexpression  im  Sinne  einer  neuronalen  Entwicklung
übereinstimmte. Im Ergebnis stellten sie heraus, dass morphologische Charakteristiken
sowie die Expression neuronaler  Marker nicht  allein als Indikatoren der neuronalen
Differenzierung  ausreichen,  sodass  die  Notwendigkeit  zu  weiteren  funktionellen
Untersuchungen ausdifferenzierter Zellen besteht. (Croft und Przyborski 2006)
Darüber hinaus beobachteten Roybon et al. (2006) bei ihren Untersuchungen an HSC
´s, welche sie mit RA behandelten, die Expression von Nestin als Marker neuronaler
Progenitoren.  Bei  der  Überprüfung  ihrer  Funktionalität  mithilfe  von
elektrophysiologischen  Aufzeichnungen  zeigte  sich  jedoch,  dass  die  differenzierten
HSC´s nicht in der Lage waren Aktionspotenziale zu generieren. Damit konnten die
Wissenschaftler demonstrieren, dass auch HSC´s nicht dazu fähig sind, sich mithilfe
spezieller Induktionsmedien in Zellen der neuronalen Linie zu differenzieren. (Roybon
et al. 2006)
Weiterhin  konnten  Zurita  und  Kollegen  (Zurita  et  al.  2008)  nachweisen,  dass  die
vermeintliche  Transdifferenzierung  von  MSC´s  der  Ratte  ein  vorübergehendes  und
reversibles  Phänomen  ist.  Dabei  nutzen  die  Forscher  das  chemische
Induktionsprotokoll von Woodbury et al. (2000). Bereits 72 Stunden nach Beginn der
Induktion zeigten nahezu alle Zellen neuronale Morphologien. Zusätzlich konnte die
Expression  von  Neurofilament-200  (NF-200)  und  β-III-Tubulin  in  der  RT-PCR
beobachtet  werden.  In  der  Folge  wurde  das  Differenzierungs-  durch  ein
Standardmedium, bestehend aus α-MEM und 10% FBS, ersetzt. Im Laufe von zwei
Wochen verloren die Zellen sowohl ihre neuronale Gestalt als auch die entsprechende
Expression  neuronaler  Marker  und  zeigten  sich  erneut  immunopositiv  für  die
mesenchymalen Oberflächenmarker CD73, 105 und 166. (Zurita et al. 2008)
Innerhalb unserer Versuchsreihen konnten wir ein ähnliches Phänomen bereits schon
unter  den  letzten  Differenzierungsmedien  beobachten.  Denn  v.a.  bei  längerer
Kultivierung der Zellen als ursprünglich vorgesehen, reagierten diese mit einer in der
Entwicklung rückläufigen Morphologie und näherten sich damit ihrem undifferenzierten
Zustand  immer  weiter  an.  Auch  dieses  Verhalten  schließt  darauf,  dass  keine
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Transdifferenzierung der MSC´s bei Beendigung der Protokolle stattgefunden haben
kann.
Neben den zytotoxischen Eigenschaften der Differenzierungsmedien, kommen darüber
hinaus  noch  weitere  Faktoren,  wie  Zellfusionen,  Kontaminationen  durch  andere
Zelltypen  oder  Veränderungen  in  Ionenkonzentrationen  oder  dem  pH-Wert,  als
Ursachen für das Auftreten neuronaler Morphologien in Zellkulturen in Frage (Krabbe
et al. 2005; Lu et al. 2004).
Um eine abschließende Klärung der Frage nach einer erfolgten Transdifferenzierung
unserer MSC´s finden zu können, werden nachfolgend noch einmal Pro- und Kontra-
Argumente gegeneinander aufgestellt:
(Trans-)Differenzierung Artefakt
Neuronale Morphologie in der 
Phasenkontrastmikroskopie nach erfolgter
Differenzierung der MSC´s unter 
verschiedenen neuronalen 
Differenzierungsmedien
Neuronenähnliche Morphologie durch 
toxischen Stress und Schädigung des 
Aktinfilamentgerüsts
PCR: Expression von Naᵥ1.9 nach 
Abschluss der neuronalen Differenzierung
PCR: Verlust von Kalium- und einzelnen 
Natriumkanälen nach erfolgter 
Differenzierung
MSC´s besitzen bereits vor 
Differenzierung neuronentypische Kanäle 
→ Multipotenz
Multipotenz aufgrund der mangelnden 
Kanalexpression in der PCR nach 
Differenzierung fraglich
-
Zeitspanne der Protokolle zu kurz für 
Induktion bzw. transkriptionelle Regulation
neuronenspezifischer Gene
Insgesamt zeigen unsere Ergebnisse, dass eine (Trans-)Differenzierung humaner MSC
´s  in  funktionelle  Nervenzellen  aufgrund  des  multipotenten  Charakters  der  Zellen
grundsätzlich als möglich erscheint. Dennoch konnten wir mithilfe der verwendeten und
stellenweise  modifizierten  Protokolle  eine  solche  Differenzierung  nicht  nachweisen,
sodass die Ergebnisse der  Originalversuche durch uns nicht  reproduzierbar  waren.
Vielmehr zeigte sich, dass die von uns beobachteten morphologischen Veränderungen
auf einer Schädigung des Zytoskeletts der Zellen basieren mussten, da im Rahmen der
PCR  eine  mögliche  Funktionalität  der  Zellen  nicht  bewiesen  werden  konnte.
Stattdessen  stellte  sich  eindrucksvoll  der  toxische  Charakter  der
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Tabelle 18:
Gegenüberstellung der Ergebnisse: (Trans-)Differenzierung versus Artefakt
Differenzierungsprotokolle auf molekularer Ebene mit dem Verlust zuvor exprimierter
Ionenkanäle dar. Besonders der Verlust von Natrium- und Kaliumkanälen macht die
Möglichkeit  einer  elektrophysiologischen  Funktionalität  der  ausdifferenzierten  Zellen
einschließlich der Ausbildung von Aktionspotenzialen unwahrscheinlich. Hoffnung gibt
dennoch  die  de  novo Expression  von  Naᵥ1.9  in  zahlreichen  Proben  sowie  die
Möglichkeit  supprimierende  Faktoren  auf  die  Multipotenz  der  verwendeten
Stammzellen,  durch  ihre  vorherige  Behandlung  mit  VPA,  auszuschalten,  wie  im
Rahmen  der  Tatard-Differenzierung  der  ZK  78  eindrucksvoll  unter  Beweis  gestellt
werden konnte.
Um das Ziel einer Transdifferenzierung von MSC´s in neuronale Zellen zu erreichen
und dabei eine gewisse Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten, wurden
durch Krabbe und Mitarbeiter (Krabbe et al. 2005) einige Kriterien zusammengefasst,
welchen  in  diesem  Rahmen  Beachtung  geschenkt  werden  sollte.  Die  wichtigsten
Punkte umfassen dabei u.a.: 
► den Gebrauch einer definierten homogenen Ausgangspopulation an MSC´s,
► die Reproduzierbarkeit von Standardvorgängen in der Zellkultur sowie der
Differenzierungsprotokolle,  unabhängig  vom  durchführenden  Labor,  sowie
► eine einheitliche Definition von geno- und phänotypischen Biomarkern zur
Untersuchung zellulärer Charakteristiken und Funktionen.
Abschließend bleibt die Möglichkeit einer (Trans-)Differenzierung humaner MSC´s in
funktionelle  Nervenzellen  aber  durchaus  bestehen,  sodass  weitergehende
Untersuchungen unter Berücksichtigung oben genannter Standardkriterien sowie durch
Anpassung der entsprechenden Differenzierungsprotokolle angestrebt werden sollten.
Auch in Hinblick auf das Patientenkollektiv sowie die Anzahl der verwendeten Proben
sollten  entsprechende  Modifizierungen,  im  Sinne  einer  Festlegung  von
Zulassungskriterien und einer Anhebung der Probenzahl, vorgenommen werden, um
signifikante  Regelmäßigkeiten  feststellen  zu  können  und  somit  Aussagekraft  und
Reproduzierbarkeit der Untersuchungen insgesamt zu steigern.
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6. Zusammenfassung
Zahlreiche  Forschungsergebnisse  der  letzten  Jahre  gaben  Anhalt  dazu,  dass  eine
Transdifferenzierung  von  MSC´s  hin  zu  funktionsfähigen  Nervenzellen  mit
nachfolgender  autologer  Transplantation  einen  erfolgversprechenden  Ansatz  zur
Behandlung  traumatischer  Nervenverletzungen  sowie  akuter  und  chronischer
zerebraler  Erkrankungen  darstellen  könnte.  Während  v.a.  auf  dem  Gebiet
neurodegenerativer Erkrankungen, wie dem Morbus Parkinson, sowie im Bereich der
Regeneration  peripherer  Nerven,  durch  die  Implantation  von  Schwann-Zellen,
geforscht wurde, war das Interesse an der Reparatur von Nervenschädigungen durch
direkte Implantation neuronal ausdifferenzierter MSC´s in eine Läsion eher gering. 
Diese experimentelle Arbeit beschäftigt sich mit der Untersuchung der Funktionalität
neuronal  ausdifferenzierter  humaner  MSC´s  aus  Bohrmehl,  durch  Nachweis
neuronenspezifischer spannungsabhängiger Ionenkanäle auf der Genebene.
Im  Rahmen  unserer  Untersuchungen  kamen  drei  verschiedene
Differenzierungsprotokolle zur Anwendung, welche sich durch ihre unterschiedlichen
Kombinationen  an  biologischen  und  chemischen  Faktoren  auszeichneten.  Nach
erfolgter  Ausdifferenzierung,  zeigten  nahezu  alle  Zellen  variable  neuronenähnliche
Morphologien  mit  typischen  Perikarya  und  Zellfortsätzen,  welche  zum  Teil  bereits
baumartige Verzweigungen entwickelten und vereinzelt  mit den benachbarten Zellen
netzwerkartige  Verbindungen  formten.  Darüber  hinaus  zeigte  sich  aber  auch  der
deutlich toxische Einfluss der Faktoren BHA, VPA und β-ME. Nach Kultivierung unter
diesen  Substanzen  konnten  unter  Phasenkontrast  vermehrt  tote  sowie  abnormal
geformte  dedifferenzierte  Zellen  nachgewiesen  werden.  Im  Anschluss  wurden  die
differenzierten  MSC´s  mit  Hilfe  der  PCR  auf  das  Vorhandensein  spezifischer
neuronaler Ionenkanäle hin untersucht. Obwohl ein Zugewinn des Kanals Naᵥ1.9 in der
Mehrheit der untersuchten Zellen nachgewiesen werden konnte, kam es im Ergebnis
größtenteils zu einem Verlust vorbestehender Kalium- sowie einzelner Natrium- und
Kalziumkanäle nach erfolgter Differenzierung.
Die Untersuchungen geben Anhalt dazu, dass eine Transdifferenzierung humaner MSC
´s  in  funktionsfähige  Neurone  mithilfe  der  von  uns  verwendeten
Differenzierungsprotokolle  als  nicht  möglich  erscheint,  da  diese  aufgrund  ihres
toxischen  Einflusses  womöglich  zu  einer  Zerstörung  des  Zytoskeletts  durch  Aktin-
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Depolymerisierung  sowie  zu  einer  Herunterregulation  von  spannungsabhängigen
Ionenkanälen führen. Dennoch schließt die de novo Expression des Kanals Naᵥ1.9 die
generelle  Möglichkeit  einer  Transdifferenzierung  mithilfe  modifizierter
Differenzierungsmedien  nicht  aus.  Weitere  experimentelle  Untersuchungen  sollten
angestrebt werden, um darüber abschließend Auskunft geben zu können.
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7. Summary
In the last years numerous results of research have shown that a trans-differentiation of
MSC´s into functioning neurons followed by autologous transplantation represents a
promissing approach for the treatment of traumatic nervous injury as well as acute and
chronic cerebral diseases. While research has been conducted especially in the field of
neurodegenerative diseases, such as the Parkinson's disease, as well as in the field of
peripheral  nerve  regeneration  by  implantation  of  Schwann-cells,  the  interest  in  the
repair of nerve damage by implantation of neuronal differentiated MSC´s directly into a
lesion was rather low. 
This  experimental  work  deals  with  the investigation  of  the  functionality of  neuronal
differentiated  human  MSC's  from  reaming  debris  by  detection  of  neuron-specific
voltage-gated ion channels at gene level. 
As part of our investigations three varying differentiation protocols were used, which
were characterized by different combinations of biological and chemical factors. After
differentiation almost  all  cells showed variable neuron-like morphologies with typical
perikarya and cell processes, which were partly characterized by rich aborization and in
forming network-like connections with neighboring cells. In addition the significant toxic
influence of the factors BHA, VPA and β-ME could be seen. After culturing under these
substances  an  increasing  number  of  dead  and  abnormally  shaped  dedifferentiated
cells  could  be  detected  under  the  phase-contrast  microscope.  Subsequently,  the
differentiated MSC's were tested for the presence of neuronal ion channels by using
PCR. Although a gain of channel Naᵥ1.9 could be detected in the majority of the cells
examined, as a result it came to an extensive loss of pre-existing potassium and single
sodium and calcium channels after differentiation. 
The study gives evidence to the fact that a trans-differentiation of human MSC`s into
functional  neurons  seems  to  be  impossible  by  making  use  of  the  differentiation
protocols mentioned above. Because of their toxic potential these possibly lead to a
destruction  of  cytoskeleton  by  depolymerization  of  actin,  as  well  as,  to  a  down-
regulation of voltage-gated ion channels. However, the de novo expression of channel
Naᵥ1.9  does  not  exclude  the  general  possibility  of  trans-differentiation  by  using  a
modified differentiation media.  Nevertheless,  further  experimental  studies should be
conducted to give an final answer. 
134
8. Abkürzungsverzeichnis
* Geburtsjahr
°C Grad Celsius
-OH Hydroxylgruppe
•OH Hydroxyl-Radikal
3T3 Fibroblastenzelllinie
α Alpha
Abb. Abbildung
AC Adenylylzyklase
Acc.No. Accession Number
AIS Axoninitialsegment
ALS Amyotrophe Lateralsklerose
α-MEM Minimum Essential Medium Eagle alpha
AR Amphiregulin
ARTN Artemin
Aqua ad in. Aqua ad iniectabilia
β Beta
Bcl2 B-cell-lymphoma 2
BDNF Brain-derived Neurotrophic Factor
bFGF basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor
BHA Butylhydroxyanisol
BMC Knochenmarkzelle
β-ME Beta-Mercaptoethanol
BMP Bone morphogenetic protein 
bp Basenpaare
B-Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma B
BrdU 5-Brom-2-Desoxyuridin
BTC Betacellulin
bzgl. bezüglich
bzw. beziehungsweise
Ca Kalzium 
CA1 Cornu Ammonis Area 1 des Hippocampus
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
CASY Cell Counter and Analyser System
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Caᵥ spannungsabhängiger Kalziumkanal
CD 11b Cluster of differentiation 11b
CD 13 Cluster of differentiation 13
CD 14 Cluster of differentiation 14
CD 19 Cluster of differentiation 19
CD 29 Cluster of differentiation 29
CD 34 Cluster of differentiation 34
CD 44 Cluster of differentiation 44
CD 45 Cluster of differentiation 45
CD 73 Cluster of differentiation 73
CD 79α Cluster of differentiation 79α
CD 90 Cluster of differentiation 90
CD 105 Cluster of differentiation 105
CD 106 Cluster of differentiation 106
CD 146 Cluster of differentiation 146
CD 166 Cluster of differentiation 166
cDNA komplementäre DNA
ChAT Cholinacetyltransferase
CLC Cardiotrophin-like Cytokine
c-Myc Myelocytomatose-Protein c
CNPase 2',3'-Cyclic-nucleotide-3'-phosphodiesterase
CNTF Ciliary Neurotrophic Factor
CNTR-α CNTF-Rezeptor-alpha
CO2 Kohlenstoffdioxid
CT-1 Cardiotrophin-1
Cyto-D Cytochalasin-D
DARPP-32 Dopamine- and cAMP-regulated Phosphoprotein-32 kDa 
dbcAMP Bucladesin
D Domäne 
DEPC Diethyldicarbonat 
DHA Docosahexaensäure
DMEM Dulbecco´s Modified Eagel´s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DOPA 3,4-Dihydroxyphenylalanin 
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DPPX Dipeptidyl-Peptidase-like Protein-6
DRG Spinalganglion
EAG2 Eather-a-go-go Kanaltyp 2
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
e.g. example given
EGF Epidermal Growth Factor
EGFR/ErbB-1 Epidermal Growth Factor Receptor
eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
EPR Epiregulin
ERK Extrazelluläre signal-regulierte Kinase
ESC Embryonale Stammzelle
EtOH Ethanol
F9 Murine Testicular Teratoma Cell Line
F-12K Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
FBS Fetales Kälberserum
FGF-1 Fibroblasten-Wachstumsfaktor-1
FGFR Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor
FRS2α FGF-Rezeptor Substrat 2 alpha 
γ Gamma
g Erdbeschleunigung / Gramm
Gab1 GRB2-associated-binding protein 1 
GABA Gamma-Aminobuttersäure 
GAP-43 Growth Associated Protein 43 
GCL Granule Cell Layer
GDNF Glial cell line-derived Neurotrophic Factor
GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein 
GFL GDNF family of ligands 
GFRα GDNF family receptor alpha
gp130 Glykoprotein 130
GPI Glycosyl-Phosphatidylinositol
H3 Histon 3
H5 P-Schleife
hADSC Humane mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe
HB-EGF Heparin-bindender EGF-ähnlicher Wachstumsfaktor 
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HD Chorea Huntington
HDAC Histondeacetylase
HEK293(T) Zellinie humaner embryonaler Nierenzellen (mit 
SV40 large T-Antigen-Expression)
Hes I Transkriptionsfaktor hairy and enhancer of split-1
hg high glucose 
HLA Humanes Leukozytenantigen
HRG Humanes Heregulin-Beta 1 
HSPG Heparansulfat-Proteoglykane
HSC Hämatopoetische Stammzelle
IBMX Isobutylmethylxanthin
IFM Inaktivierungssequenz aus den Aminosäuren Isoleucin, 
Phenylalanin und Methionin 
IL-6/-11 Interleukin-6/-11
iNOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
JAK Januskinase
JNK c-Jun N-terminale Kinase
K Kalium
K252A Tyrosinkinaserezeptorblocker 
KCl Kaliumchlorid
kDa Kilodalton
KHK Koronare Herzkrankheit
Klf4 Kruppel-like factor 4 
Kᵥ Spannungsabhängiger Kaliumkanal
Kvβ Beta-Untereinheit spannungsabhängiger Kaliumkanäle
KvCHIP Kv-Kanal interagierendes Protein 
L Liter
L1 CAM L1-Zelladhäsionsmolekül
Lat-A Latrunculin-A
LIF Leukemia Inhibitory Factor
LIFR-β Leukemia-Inhibitory-Factor-Receptor Beta
MAP-2 Microtubuli-assoziiertes Protein-2 
MAPC Multipotente adulte Progenitorzelle
MAPK Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinase
MaxiK Large-conductance calcium-activated potassium channel 
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MCI-186 3-Methyl-1-Phenyl-Pyrazolin-5-one
Meis2 Myeloid ecotropic viral integration site 2 (Homebox protein)
MEK1/2 Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase 1/2
Mg Mikroglobulin
MHC Major-Histocompatibility-Complex 
MIAMI Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible
MiRP Major iron-regulated protein 
ML Molecular layer
ml Milliliter
MS Multiple Sklerose
ms Millisekunden
MSC/MSZ Mesenchymale Stammzelle
mV Millivolt
Na Natrium
Naᵥ Spannungsabhängiger Natriumkanal
NCAM Neural Cell Adhesion Molecule
NeuN Neuronal Nuclei, Hexaribonucleotide Binding Protein-3 
Neuro2A Neuroblastoma-Zelllinie der Maus
NF-200 Neurofilament-200
NF-L/-M/-H Neurofilament-Light/-Medium/-Heavy
ng Nanogramm
NGF Nervenwachstumsfaktor
NICD Notch Intracellular Domain
nM Nanomolar
NMDA N-Methyl-D-Aspartat
NO Stickstoffmonoxid
NPC Neurale Progenitorzelle
NRTN Neurturin
NSE Neuronenspezifische Enolase
NSC Neurale Stammzelle
NT-3 Neurotrophin-3
NT-4/5 Neurotrophin-4/5
NT-6 Neurotrophin-6
NT-7 Neurotrophin-7
O2•ˉ Hyperoxid-Anion
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O-2A Oligodendrozytäre Vorläuferzellen
O4 Oberflächenantigen 4 oligodendrozytärer Progenitoren
Oct4 Octamer binding transcription factor 4 
OPB 2-oxo-3-(phenylhydrazono)-butanoic acid
ORN Olfactory Receptor Neuron
OSM Oncostatin-M
p21 P21-Protein, cyclin-dependent kinase inhibitor 1
p38 P38-Protein
p53 P53-Protein
p75 NTR p75-Neurotrophinrezeptor
PBS Phosphat gepufferte Saline 
PC12 Phäochromozytom-Zelllinie
PCR Polymerasekettenreaktion
PD98059 2′-amino-3′-methoxyflavone 
PDGF Platelet-derived Growth Factor
pH potentia Hydrogenii 
PI-3 Phosphoinositid-3 
PKA/C Proteinkinase A/C
PLCγ Phospholipase-C-gamma
PNS Peripheres Nervensystem
PSPN Persephin
RA Retinolsäure
Rap1 Ras-related protein 1 
rBMSC Mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks der Ratte
RET  Rezeptor-Tyrosinkinase
RLT-Puffer Resuspension-Lysis-Puffer
RNA Ribonukleinsäure
ROS Reactive Oxygen Species
RPE-Puffer RNA-Precipitating-Elution-Puffer 
rpm rounds per minute
RPTK Rezeptor-Protein-Tyrosinkinase
RS-Zellen „rapidly self-renewing“ - Zellen
RT Raumtemperatur
RTK Rezeptor-Tyrosinkinase
RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
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RW1-Puffer Ethanolhaltiges RNA-Waschpuffer
S Transmembransegment
s Sekunde
S-100 Protein-S 100
SCN Bezeichnung der Genfamilie spannungsabhängiger 
Natriumkanäle
SGZ Subgranuläre Zone
Shc SH containing protein
SH-SY5Y Humane Neuroblastom-Zelllinie
SOD Superoxiddismutase
sog. sogenannt(er/e/es)
Sox2 SRY (sex determining region Y)-box 2 
STAT Signal Transducers and Activators of Transcription 
s.u. siehe unten
SyBr Green 2-{2-[(3-Dimethylamino-propyl)-propylamino]-1-phenyl-1H-
chinolin-4-ylidenmethyl}-3-methyl-benzothiazol-3-ium-Kation 
T Temperatur
TAE TRIS-Acetat-EDTA
Tau Tau-Protein
TEP Totalendoprothese
TGF-α/-β/-β1 Transforming Growth Factor-α/-β/-β1
TH Tyrosinhydroxylase
TPA Tetradecanoylphorbol-Acetat
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TrkA/B/C Tyrosinkinaserezeptor A/B/C
TTX Tetrodotoxin
TUC-4 Toad/Ulip/CRMP-4-Protein
TuJ-1 Neuronenspezifisches Klasse III Beta-Tubulin 
TYK Tyrosinkinase
U Maßzahl für die Enzymaktivität (Units)
u Atomare Masseneinheit
u.a. unter anderem
UV Ultraviolett
µg Mikrogramm
µl Mikroliter
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µM Mikromolar
v voltage
v.a. vor allem
VGSC Voltage-Gated Sodium Channel
VNS Vegetatives Nervensystem
VPA Valproinsäure
WHI-P131 4-(4'-Hydroxyphenyl)amino-6,7-dimethoxyquinazoline
Wnt Akronym aus dem Wachstumsfaktor Wingless und dem Int-Gen
z.B. zum Beispiel
ZK Zellkultur
Z.n. Zustand nach
ZNS Zentrales Nervensystem
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12. Anhang
12.1 Materialienliste
Im Folgenden findet sich eine Auflistung verwendeter Materialien:
12.1.1 Geräte
Bezeichnung Hersteller Modell/Art.-Nr.
Bildschirm Dell, Round Rock, TX, USA P190St
Computer Dell, Round Rock, TX, USA Optiplex 990
Elektrophorese-
kammer Biometra, Göttingen 020-300
Gefrierschränke 1) Robert Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe GSL12400
2) Kendro Laboratory Products, Hanau HFU 586 Basic
Inkubator Heraeus, Hanau 51022391
Kamera Allied Vision Technologies, Stadtroda Stingray F-145B
Kühlschränke 1) gorenje, Velenje, SLO 545340
2) Beko, Neu-Isenburg       7225048714
Membran-
Flüssigkeitspumpe KNF FLODOS, Sursee, CH NF 1.100 TT.18S
Mikroskop Carl Zeiss, Oberkochen Axiovert-10
Mikrowellengerät LG Electronics, Ratingen    MS-1915 HUW
PCR-Gerät 1) Clemens S,Waldbüttelbrunn 13872-00S00033
2) Techne Inc., Burlington, USA FTC3/02
Pipetten Gilson Inc., Middleton, USA 1) F144801
2) F144802
3) F123600  
4) F123615
5) F123601
6) F123602 
Pipettierhilfe Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 9907200
Schwenktisch Biosan, Riga, LVA BS-010125-AAG 
Spannungs-
generator Biometra, Göttingen 040-800
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Bezeichnung Hersteller Modell/Art.-Nr.
Spektrophotometer Thermo Fisher Scientific Inc., ND-1000UV/Vis
Waltham, MA, USA
Sterilbank 1) Kendro Laboratory Products, Hanau HS 12
2) Heraeus, Hanau HB 2448 K GS
UV-Transluminator Biometra, Göttingen Biometra UVsolo
Video-Copy- 
Processor Mitsubishi Electric Europe, Ratingen P93E
Vortexer 1) Heidolph Instruments, Schwabach REAX 2000
2) Scientific Industries, Inc., G560E
Bohemia, N.Y., USA
Waagen SATORIUS, Göttingen 1) BA310P
2) BP211D
Wasser-
aufreinigungssystem MILLIPORE S.A., Molsheim, FRA ZFMQ05001
Wasserbad Grant Instruments Ltd., Royston, GBR Typ PB1
Zellzählgerät Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, CH CASY Model TT
Zentrifugen Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 1) Typ 2205
2) Typ 2004
3) Typ 4470
12.1.2 Glas-, Plastik- und Verbrauchsware
Bezeichnung Hersteller Katalog-/Art.-Nr.
Bechergläser Fisher Scientific, Schwerte 1) 10029100
2) 10779541
CASY-cups Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, CH 05651794001
Einfrierröhrchen Greiner Bio-one, Frickenhausen 121263
Einfriercontainer Thermo Fisher Scientific Inc., 5100-0001
Waltham, MA, USA
Einmalhandschuhe Ansell Ltd, Tamworth, UK 700112
Einmaltücher Brod Industriebedarf, Hanau 90663
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Bezeichnung Hersteller Katalog-/Art.-Nr.
Eppendorf-
reaktionsgefäße Sarstedt, Nürnbrecht 1) 72.695.400
2) 72.690.001
3) 72.699
Ethanol (70%ig) SAV Liquid Production, Flintsbach am Inn Charge: 12766
Glasflaschen Fisher Scientific, Schwerte 1) FB33144
2) FB33146
Gewebe-
kulturschalen 1) BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA 352003
2) Thermo Scientific Nunc, 153066
Waltham, MA, USA
Messzylinder Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 1) 2200175
2) 2200180
3) 2200193
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, PM-996
Chicago, IL, USA
PCR-
Reaktionsgefäße Nerbe plus, Winsen/Luhe 40.121.100
Pipettenspitzen Gilson S.A.S, Villiers-le-Bel, FRA 1) F171201
2) F171301
3) F171501
Serologische 
Pipetten Greiner Bio-one, Frickenhausen 1) 606180
2) 607180
3) 760180
4) 768180
Tubes Sarstedt, Nürnbrecht 62.559.001
Zellkulturflaschen Greiner Bio-one, Frickenhausen 1) 658175
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12.1.3 Chemikalien
12.1.3.1 Medien
Bezeichnung Hersteller Katalog-/Art.-Nr.
DMEM high 
glucose (hg) Gibco Life Technologies, Paisley, UK 41965-039
F-12K Gibco Life Technologies, Paisley, UK 21127022
12.1.3.2 Selbsthergestellte Pufferlösungen und Medien
1x PBS-Puffer: 900 ml Aqua + 100 ml 10x PBS
1x TAE-Puffer: 40 ml 50x TAE + 2 L Aqua bidest
6x Ladepuffer: 30 ml Glycerin + 
3 ml 1M Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) pH 8,0 + 
0,6 ml 0,5M Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) pH 8,0 
+ 30 mg Bromphenolblau + ad 50 ml Aqua
50x TAE-Puffer: 242 g Tris base + 57,1 ml Eisessig + 100 ml 0,5M EDTA 
pH 8,0 + ad 1 L Aqua bidest
Bohrmehlzellmedium: 500 ml F-12K + 100 ml FBS Gold + 6-7 ml P/S
EtOH (70%ig): 35 ml Ethanol absolut + 15 ml Diethyldicarbonat (DEPC)
12.1.3.3 Zytokine, Medienzusätze, Differenzierungsfaktoren und Pharmaka
Bezeichnung Hersteller Katalog-/Art.-Nr.
BDNF Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA B3795
β-ME Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA M6250
bFGF Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA F0291
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Bezeichnung Hersteller Katalog-/Art.-Nr.
BHA Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA B1253
CNTF Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA C 3710
EGF Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA E9644
FBS ES PAN-Biotech, Aidenbach P30-2602 
FBS Gold PAA Laboratories, Parsching, AUT A15-151
Forskolin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA F6886
GDNF Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA G1777
Humaninsulin Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, 08922880 
Frankfurt am Main
Hydrocortison Pfizer Manufacturing Belgium NV, 01877030 
Puurs, BE
Janex 1 Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA 10011246
KCl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA P5405
MCI-186 Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA 13320
NGF Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA N 1408
NT-3 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA N1905
Penicillin-
Streptomycin Gibco Life Technologies, Grand Island, 15140-122
NY, USA
Valproinsäure Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA P4543
12.1.3.4 Enzyme, Kits und Reagenzien
Bezeichnung Hersteller Katalog-/Art.-Nr.
100 bp Ladder 5 PRIME, Hamburg 2500340
AmpliTaq Gold® Applied Biosystems Life Technologies, N8080243
Foster City, CA, USA
dNTP Mix Promega, Madison, WI, USA U151B
QIAshredder Qiagen, Venlo, NLD 79656
Quantitect® Kit Qiagen, Venlo, NLD 205314
RNase-freies 
Wasser Qiagen, Venlo, NLD 129112 
RNeasy® MiniKit Qiagen, Venlo, NLD 74106
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Bezeichnung Hersteller Katalog-/Art.-Nr.
SyBr® Green I Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA S9430
12.1.3.5 Weitere Reagenzien und Chemikalien
Bezeichnung Hersteller Katalog-/Art.-Nr.
10x PBS Gibco Life Technologies, Paisley, UK 70011-036
Agarosepulver Carl Roth, Karlsruhe 2267.4
Aqua ad iniectabilia B.Braun, Melsungen 2351744
Bovines 
Serumalbumin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA A2058
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA B5525
CasyClean Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, CH 5651786001
CasyTon Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, CH 5651808001
DEPC Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA D5758
DMSO ATCC, Manassas, VA, USA 4-x
EDTA Fluka Chemie, Buchs, CH 03609
Eisessig Merck, Darmstadt 1000622511 
Ethanol absolut Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 32205
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe 7530.1
Tris Carl Roth, Karlsruhe 4855.2
Tris-Pufferlösung 
pH 8,0 Behringwerke, Marburg ORKM 44/45
Trypsin-EDTA 
(0,05%) Gibco Life Technologies, Paisley, UK 25300-054
12.1.4 Positivkontrollen
Bezeichnung Bezugsquelle Art.-Nr.
SH-SY5Y Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 94030304 
Hodengewebe 
(cDNA) BioChain Institute, Inc., Newark, CA, USA B1234260
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12.1.5 Verwendete Software und Suchmaschinen
CASY-Software
Biometra Gel-Analysis-Software
Fiji-ImageJ-Software
NanoDrop ND-1000-Software
NCBI-Nucleotide
Primer3web version 4.0.0
NCBI-Primer-BLAST
The mfold Web Server
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Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten oder nichtveröffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mündlichen Auskünften beruhen,
sind  als  solche  kenntlich  gemacht.  Bei  den  von  mir  durchgeführten  und  in  der
Dissertation  erwähnten  Untersuchungen  habe  ich  die  Grundsätze  guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der „Satzung der Justus-Liebig-Universität Gießen
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Dissertation stehen, oder habe diese nachstehend spezifiziert. Die vorgelegte Arbeit
wurde weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer anderen
Prüfungsbehörde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prüfungsverfahrens
vorgelegt.  Alles  aus  anderen  Quellen  und  von  anderen  Personen  übernommene
Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird,
wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die
direkt und indirekt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der
Überprüfung  meiner  Arbeit  durch  eine  Plagiatserkennungssoftware  bzw.  ein
internetbasiertes Softwareprogramm erkläre ich mich einverstanden.“ 
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